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Résumé 
Chez les patients obèses et diabétiques de type II, le métabolisme gluco-lipidique 
du tissu adipeux blanc est dérégulé, favorisant la libre circulation des acides gras dans le 
sang, l'inflammation de « faible intensité» et l'installation de la résistance à l'insuline. La 
surcharge lipidique du tissu adipeux modifie également le profil d'expression des 
adipokines, molécules importantes de la communication inter-organes qui pourraient 
être responsables du syndrome métabolique. Le découplage mitochondrial, stratégie 
déjà proposée pour lutter contre l'obésité, conduit à une amélioration du métabolisme 
gluco-lipidique, à une diminution de la contenance en triglycérides et à un changement 
du profil d'expression de gènes codant pour les adipokines. Au sein du laboratoire URBC, 
le découplage mitochondrial modéré mais chronique est étudié sur des adipocytes 
blancs 3T3-L1 incubés en présence d'un protonophore, le FCCP. 
Au cours de ce mémoire, nous avons montré qu'un découplage mitochondrial dans les 
adipocytes 3T3-L1 diminue l'expression de 4 adipokines (la leptine, la résistine, 
l'adiponectine et l'angiotensinogène) alors que l'expression de la thrombospondine-1, de 
l'apéline, du sérum amyloïde Al et de la chémérine n'est que légèrement modifiée. Nous 
avons étudié la méthylation de l'ADN d'îlots CpG dans le promoteur de gènes codant 
pour la leptine et l'angiotensinogène et nous montrons que le découplage mitochondrial 
induit une augmentation de la méthylation de l'ADN dans le promoteur proximal de la 
leptine. Par contre, nous n'avons pas pu montrer de changement du taux global de 
méthylation de l'ADN de la région distale du promoteur de la leptine et de 
l'angiotensinogène. Nous avons ensuite tenté de caractériser l'enzyme responsable de 
cette augmentation de méthylation de l'ADN par 2 approches: le silençage de DNMTs et 
l'inhibition chimique de leur activité à l'aide d'inhibiteurs chimiques comme le 5-
azacytidine et le SGI-1027. Les résultats de l'effet de l'inhibition des DNMTs sur 
l'expression des adipokines dans les adipocytes incubés en présence de FCCP suggèrent 
que ces enzymes ne seraient pas impliquées dans la diminution d'expression des 
adipokines observée dans les adipocytes exposés au découplage mitochondrial. 
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Janvier 2015 
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1 Introduction 
1 . 1  Obésité et syndrome métabolique 
L'organisation mondiale de la santé (OMS) définit l'obésité comme « une 
accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la 
santé ». Le surpoids et l'obésité peuvent être évalués, par exemple, en mesurant l'indice de 
masse corporelle (BMI : body mass index). Un individu présentant un BMI 2': 30 kg/m2 est 
considéré comme obèse (Maury et Brichard, 2010) alors que la surcharge pondérale est 
définie par un BMI compris entre 25 et 30. L'obésité est souvent associée à l'absorption d'une 
quantité d'énergie qui excède les dépenses énergétiques et est fréquemment associée à 
diverses complications pathologiques telles que l'hypertension, la résistance à l'insuline, le 
diabète de type II, la dyslipidémie ainsi qu'une faible concentration plasmatique en HDL 
(High Density Lipoprotein )-cholestérol souvent regroupées sous le terme de « syndrome 
métabolique » (Guilherme et al., 2008). 
L'obésité et les maladies métaboliques associées constituent un problème de santé 
publique majeur à l'échelle mondiale. En Europe, entre 10 et 30 % des individus adultes sont 
obèses et plus de 24 % des enfants âgés entre 6 et 9 ans sont en surpoids ou obèses (Balkau et 
al., 2002; European Commission, 2010). Aux Etats-Unis, un tiers des personnes de plus de 20 
ans est obèse (Flegal et al., 2010). En ce qui concerne les pays en voie de développement, le 
surpoids et l'obésité augmentent de 0,7 % annuellement (Popkin et al., 2012). Considéré 
comme une conséquence de l'obésité, le diabète de type II est en pleine expansion au point 
que le nombre de patients pourrait avoisiner les 350 millions en 2030 (Horgan and Stubbs, 
2003). Au-delà de l'aspect purement sanitaire, l'obésité engendre également un problème 
économique non négligeable puisque, dans les 20 prochaines années, les coûts de soin de 
santé attribuables à l'obésité devraient représenter environ 16 % des dépenses totales en la 
matière dans les pays occidentaux (Wang et al., 2008), soit pour la Belgique environ 4 
millions d'euros (source SPF Sécurité Sociale, INAM!). 
1 .2 Pathophysiologie de l'obésité 
La sensibilité à l'obésité est associée à différents facteurs tels que le « background » 
génétique de l'individu (origine mono- mais surtout poly-génique dans l'espèce humaine) 
(Hinney et al., 2010), des facteurs environnementaux comme la malnutrition et la sous 
alimentation in utero (Remacle et al., 2011), à une perturbation du microbiome intestinal 
(Cani et al., 2007) ou encore à des infections virales comme l'adénovirus humain AD36 (Lin 
et al., 2013). Parmi les facteurs environnementaux qui peuvent contribuer au développement 
de l'obésité et à ses maladies associées, on peut citer que, chez les rongeurs, le régime du 
géniteur mâle, qu'il soit riche en graisses ou pauvre en protéines (Carone et al., 2010), conduit 
à un gain de poids et le développement du diabète de type II chez les descendants résultant 
d'une reprogrammation épigénétique appelée « transgénérationnelle ». Enfin, l'interaction 
fonctionnelle entre le microbiome intestinal et le métabolisme de l'hôte dans le contexte du 
développement de l'obésité, constitue actuellement un domaine de recherche très actif (Cani, 
2014) depuis l'observation d'une modification du microbiote intestinal chez des souris 
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Figure 1 : La voie de 
signalisation de l'insuline 
et les interférences (Guo, 
2014). 
Lorsque l ' insuline se lie à 
son récepteur, cela induit 
une transphosphorylation 
du récepteur à ! 'insuline. 
La voie de signalisation 
RAS/MAPK est dès lors 
activée pour favoriser la 
mitose et la croissance 
cellulaire. La 
phosphorylation de résidus 
« tyrosine » du récepteur 
conduit au recrutement de 
plusieurs protéines incluant 
la PBK. Cette activation de 
PI3k génère du 
phosphatidylinositol 
(3,4,5)-triphosphate, un 
second messager impliqué 
dans l 'activation de PDK l ,  
laquelle active, par 
phosphorylation, Akt. 
mTORC2 est également 
activée en réponse au 
second messager et 
phosphoryle la sérine 473 
(S473) d 'Akt. En inhibant 
Insig2, Akt induit 
l 'expression et l 'activation 
du facteur de transcription 
SREBPlc, lequel régule la synthèse des lipides et du cholestérol via l 'expression d 'ACC suivi par l 'activation de 
FAS. De plus, Akt inhibe le facteur de transcription FoxO 1 (forkhead transcription factor), lequel régule 
positivement la gluconéogenèse dans le foie. Ainsi, mTORC2 et Akt médient l 'effet suppresseur de l ' insuline sur 
la gluconéogenèse. Akt semble jouer un rôle central dans la signalisation de l ' insuline puisqu'elle agit à 
différents niveaux. Ainsi, en levant l 'effet inhibiteur de la GSK3 sur la GS, l 'Akt favorise la synthèse de 
glycogène. Akt active également indirectement la RhebGTPase en inhibant la TSC2 résultant en une activation 
de mTORC l dont la fonction la plus connue est d'inhiber ! 'autophagie, mettant en évidence le rôle de « pro­
survie » de la cellule médié par l ' insuline. mTORC peut également être activé par divers nutriments comme les 
acides aminés. Akt active également AS60, laquelle induit l ' activation de la Rab l 0GTPase et la translocation de 
Glut4 favorisant ainsi l 'entrée du glucose dans la cellule. L'Akt médie également l 'effet inhibiteur de l ' insuline 
sur l 'apoptose. De plus, Akt phosphoryle et inhibe CRTC2, un co-activateur du facteur de transcription CREB 
résultant en une augmentation de la gluconéogenèse (hépatique). En régulant l 'activité des facteurs de 
transcription SREBP I c et Foxo 1 ,  Akt contrôle enfin l 'expression de plusieurs gènes impliqués dans le  
métabolisme. Plusieurs facteurs peuvent interférer avec la  voie de  signalisation de ) 'insuline. Le  TNFa, retrouvé 
à plus forte concentration chez les individus obèses, mène à l 'activation de JNK et IKK�, des Ser/Thr kinases 
importantes dans l ' installation de la résistance à l ' insuline. Une hyperinsulinémie favorise également 
l ' inactivation de l ' IRS l et l ' IRS2 via la phosphorylation de sérine ou de thréonine par diverses kinases comme la 
p38a MAP kinase et JNK. De plus, mTOR peut médier l 'ubiquitination de l ' IRS l et 2 favorisant ainsi leur 
dégradation. 





Lean · · · · ·· · ---------- Overweight 






Pro-inflammatory state · · · · ·- · · ·-- --- --- lnsulîn resistance 
TG 
input 
Figure 2 : Effet de l'expansion du tissu adipeux sur son état inflammatoire et sa communication avec Je 
muscle strié squelettique (Guilherme et al., 2008). 
a) Chez les individus minces, les triglycérides circulants sont absorbés par les adipocytes de petite taille et stockés 
sous la forme d'une gouttelette lipidique. Dans une situation de jeûne, les acides gras sont libérés par les adipocytes 
dans la circulation sanguine et sont pris en charge par les muscles squelettiques où ils seront oxydés pour former de 
l' ATP. L'insuline, quant à elle, stimule l 'entrée de glucose dans les muscles squelettiques pour former de l '  ATP via 
la glycolyse et le cycle de Krebs se terminant par la production d'H2O et de CO2. 
b) Chez les individus en surpoids mais non-diabétiques, l'augmentation de la concentration en triglycérides 
circulants est pris en charge par le tissu adipeux qui sert de « tampon » en vue d'éviter le stockage ectopique des 
triglycérides cause d'une diminution de la sensibilité à l' insuline. Durant le jeûne, les acides gras sont libérés par 
l 'activation de la lipolyse et sont envoyés aux muscles squelettiques pour être catabolisés. 
c) L'hypertrophie progressive des adipocytes est associée à une sécrétion importante de cytokines pro­
inflammatoires comme MCP- 1 (monocyte chemoattractant protein-1), laquelle contribue au recrutement des 
macrophages et à la formation d'un environnement pro-inflammatoire. 
d) En cas d'obésité, les adipocytes hypertrophiés associés à l 'expansion du tissu adipeux sont insensibles à l 'action 
anti-lipolytique de l 'insuline. La présence de macrophages au sein du tissu adipeux, caractérisée par la sécrétion de 
TNFa, peut représenter jusqu'à 50 % de la population cellulaire du tissu contre seulement 1 0  % chez un individu 
mince. Le TNFa induit d'une part la libération d'acides gras et inhibe l 'entrée d'acides gras dans les adipocytes. 
Ces acides gras libérés sont stockés de manière ectopique, y compris dans les muscles squelettiques où ils 
interfèrent avec la voie de signalisation de l ' insuline et altèrent le transport intracellulaire du glucose. Il en résulte 
un état inflammatoire chronique mais léger au sein du tissu adipeux et un développement de la résistance à 
l ' insuline. 
TG : Triglycerides ; TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha; MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein-1. 
est enrichi en Firmicutes et appauvri en Bacteroidetes par rapport aux souris sauvages (Ley et 
al., 2005). Une autre observation intéressante renforçant l'hypothèse de l'importance du 
microbiome dans le développement de l'obésité est l'induction d'un gain de poids chez une 
souris ayant subi un transfert du microbiote intestinal d'une souris obèse et ce, alors que 
l'animal reste isophagique (Turnbaugh et al., 2006). De nombreuses explications sont 
proposées pour tenter d'expliquer ces effets du micro biome comme une meilleure 
récupération énergétique suite à la fermentation de polysaccharides non digérés (Tumbaugh et 
al., 2009). 
1 .3 L'obésité, la résistance à l'insuline et le diabète de type II 
En réponse à un régime contenant des carbohydrates et des acides aminés, les cellules 
� du pancréas libèrent de l'insuline, une hormone anabolisante régulant, en partie, 
l'homéostasie gluco-lipidique suite à la mise en membrane plasmique de GLUT4, une 
isoforme du transporteur du glucose, par les cellules sensibles à l'insuline (Zisman et al., 
2000). Les voies de signalisation conduisant à expliquer la réponse des cellules à l'insuline 
sont nombreuses (Figure 1). Ces voies sont importantes pour maintenir la glycémie qui doit 
rester comprise entre 5 et 10 mM pour satisfaire les demandes des organes les plus dépendants 
du glucose comme le cerveau (Guilherme et al., 2008). 
Dans le cadre de l'obésité, la résistance à l'insuline conduit à une diminution de la 
translocation de GLUT4 vers la membrane plasmique et donc à une diminution du transport 
intracellulaire du glucose des cellules sensibles à l'insuline (muscles squelettiques, 
adipocytes, . . .  ) (Abel et al., 2001; Gonzalez et McGraw, 2006). L'inhibition de la voie de 
signalisation de l'insuline est à l'origine de la désensibilisation des cellules à répondre à la 
liaison de l'insuline à son récepteur. L'augmentation de la production de glucose hépatique 
témoigne également d'une altération de la sensibilité hépatique à l'insuline (Wu et al., 2010). 
Ce premier stade de la résistance à l'insuline se traduit par une augmentation de la 
glycémie à jeun (Altomonte et al., 2003). En réponse à l'hyperglycémie, les cellules � 
sécrètent davantage d'insuline pour tenter de compenser la résistance à l'hormone. La 
progression de la résistance à l'insuline vers l'état diabétique est caractérisée par une 
diminution puis une suppression de la sécrétion de l'insuline suite à l'épuisement des cellules 
�-pancréatiques (Weir et al., 2001 ). 
L'obésité résulte d'une hypertrophie et d'une hyperplasie conduisant à un état 
inflammatoire chronique léger caractérisé par le recrutement de macrophages et la sécrétion 
de TNFa résultant en un dysfonctionnement du tissu adipeux et des tissus périphériques 
comme les muscles squelettiques et le foie (Hotamisligil et al., 1995) (Figure 2). Au sein du 
tissu adipeux, une polarisation de la population de macrophages vers le type Ml ,  pro­
inflammatoire, au détriment du type M2, anti-inflammatoire, a été associée à la résistance à 
l'insuline et à la sumutrition (Lumeng et al., 2007). Cette polarisation représente une étape 
importante de l'instauration de l'inflammation chronique. L'accumulation de macrophages est 
précédée par le recrutement des cellules immunitaires adaptatives comme les lymphocytes T 
et B dans le tissu adipeux enflammé (Kintscher et al., 2008). 
L'obésité étant caractérisée par un excès d'adiposité, la nature et les fonctions des 
tissus adipeux blancs, bruns et « beiges » sont présentées dans le paragraphe suivant. 
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Figure 3 : Localisation des différents tissus adipeux et leurs marqueurs chez le rongeur, l'humain adulte et le 
nouveau-né (Peirce et al., 2014). 
a) Les marqueurs moléculaires des différents types d'adipocytes (blanc, beige ou brun) chez le rongeur ont été identifiés au 
niveau de l '  ARNm. Le tissu adipeux brun chez le rongeur est localisé au niveau de la région interscapulaire (en brun sur la 
figure). Les marqueurs du tissu adipeux brun (orange). Les marqueurs des adipocytes blancs et beiges sont localisés dans le 
tissu adipeux blanc sous-cutané (fond blanc avec points orange foncé), bien que les marqueurs spécifiques du bèige soient 
identifiés uniquement après exposition au froid. Les marqueurs du tissu adipeux blanc sont colorés en gris alors que les 
marqueurs du tissu adipeux beige sont colorés en bleu ciel. 
b) Distribution des différents types de dépôts adipeux chez l 'homme : les adipocytes blancs, beiges et bruns sont colorés en 
gris, bleu ciel et brun, respectivement. Le tissu adipeux brun interscapulaire (iBAT) du nouveau-né ( coloré en brun) est 
caractérisé par une forte expression d'un marqueur des adipocytes bruns des rongeurs, ZIC I ,  et par une faible expression 
d'un marqueur des adipocytes beiges des rongeurs, TBX I .  Cette caractérisation moléculaire suggère que le tissu adipeux 
interscapulaire chez le nouveau-né est composé d'adipocytes bruns « typiques » ou « classiques » relatif à celui retrouvé 
chez les rongeurs. supBA T : supraclavicular Brown Adipose Tissue ; Sc W AT : subcutaneous White Adipose Tissue ; 
iBAT, interscapular Brown Adipose Tissue. 
c) Comparaison des marqueurs moléculaires de chaque type d'adipocytes des rongeurs qui ont été trouvés enrichis dans les 
différents dépôts adipeux chez l 'humain. Le tissu adipeux brun supraclaviculaire (SupBAT), le tissu adipeux brun 
périadrénal (periadrenal BAT) et le dépôt graisseux intermédiaire de la nuque sont assimilés à du tissu adipeux beige chez 
l 'humain adulte, contrairement au dépôt adipeux profond de la nuque considéré comme du brun classique (coloré en brun) 
au même titre que le tissu adipeux brun interscapulaire chez le nouveau-né. 
EBF3 : Early B Cel! Factor 3 ;  EV A l  : Epithelial V-like antigen 1; FBX03 1 : F-Box Protein 31 ;  LHX8 : LIM Homeobox 
Protein 8 ;  MEOX2 : Mesenchyme Homeobox 2 ;  MYLPF : Mysoin Light Chain, Phosphorytable, Fast Skeletal Muscle ; 
TBX l  5 : T-Box 15 ; ZIC 1 : Zinc Finger Protein of the Cerebellum 1 ; DPT : Dermatopontin ; HOXC8 : Homeobox C8 ; 
IGFBP3 : Jnsulin-Like Growth Factor Binding Protein 3 ;  INHBB : inhibin beta-B ; LEP : Leptine ; TCF2 1 : Transcription 
Factor 21 ; CD l 37 : CDJ37 antigen ; CITED I : Cbp/p300-Interacting Transactivator with Glu/Asp-rich Carboxy­
Terminal Domain 1 ;  HOXC9 : Homeobox C9 ; SHOX2 : Short Stature Homeobox 2 ;  TBX I : T-Box 1 ;  TMEM26 : 










Pl3-K cGM P 
Js ! i PKG ,, 
� PKA ', , ,._..___:-....: 
cAMP 
/ "-.. 5'-AMP 
Catecholamines 
Figure 4 : Régulation de la lipolyse dans les adipocytes (Arner et Langin, 20 14). 
Fat cell 
Les innervations du système nerveux sympathique dans les adipocytes participent à la régulation de la lipolyse. 
Ainsi, la liaison de la noradrénaline à son récepteur P-adrénergique couplé à l 'adénylyl cyclase via une protéine 
G mène à une augmentation de la concentration en AMPc. La PK.A est activée par cette élévation de la 
concentration en AMPc et phosphoryle des protéines cibles comme l 'HSL et la périlipine l .  La phosphorylation 
de la périlipine est une étape majeure dans le déclenchement de la lipolyse puisqu'elle permet la libération du 
CGI58, lui permettant d'interagir avec l '  ATGL et de l 'activer. La lipolyse implique une coopération 
enzymatique de ATGL, l 'HSL et la MGL résultant en une production d'acides gras et de glycérol. L'ATGL est 
sujette à une régulation pointue puisque sa liaison avec CGI58 est nécessaire pour que la périlipine puisse la 
reconnaître alors que G0S2 exerce une inhibition de son activité hydrolase. En se liant au récepteur NPR-A 
possédant une activité guanylyl cyclase, le natriurétique peptide entraine une augmentation de la concentration 
intracellulaire du GMPc ce qui active la PKG et par conséquent la lipolyse. Le neurotransmetteur neuropeptide Y 
induit une inhibition de la l ipolyse via son récepteur couplé à une protéine G inhibitrice. L' insuline inhibe l 'effet 
pro-lipolytique de la catécholamine via l 'activation de la PDE-3B qui dégrade I 'AMPc ce qui diminue 
l 'activation de la PK.A et PKG. La PDE-3B n'est pas active sur la voie du GMPc, donc la PKG peut toujours être 
activée. Le lactate peut également avoir un effet autocrine anti-lipolytique en se liant à un récepteur Gi 
récemment identifié comme étant HCA I .  D'autres métabolites comme l ' adénosine ou les prostaglandines 
peuvent également avoir des effets anti-lipolytiques. 
HSL : Hormone Sensitive Lipase ; PLIN l : Perilipin 1 ;  ATGL : Adipose Triglyceride Lipase; MGL : 
Monoglyceride Lipase; AMPc : Adenoside Monophosphate cyclic; GsPCR : G stimulatory Protein Coupled 
Receptor ; GiPCR : G inhibitory Protein Coupled Receptor ; GLUT4 : Glucose Transporter 4 ; PDE-3B : 
Phosphodiesterase-3B ; AC : Adenylyl Cyclase; DG : Diglyceride; FA : Fatty Acid; Gi : Inhibitory GTP-binding 
protein; GPCR : G protein-coupled receptor; Gs : stimulatory GTP-binding protein; G0S2, G0/G 1 switch 2 ;  GC 
: Guanylyl Cyclase; MG, Monoglyceride; PI3-K : Phosphatidylinositol-3 Phosphate Kinase 
NPR-A : Natriuretic Peptides via type A Receptor; CGI58, Coactivator Comparative Gene Identification 58; 
G0S2 : GO/G 1 switch 2; HCAl : Gi protein-coupled hydroxycarboxylic acid receptor 1; TG : Triglyceride. 
1 .4 Les tissus adipeux 
Il existe actuellement trois types d'adipocytes : blanc, brun et « beige » (Lidell et al., 
2014). Etant donné que les tissus adipeux blancs représentent les tissus hypertrophiés dans le 
cadre de l'obésité, nous allons maintenant décrire les structures, localisations et fonctions 
principales des différents tissus adipeux existants. Les marqueurs adipogéniques de chaque 
type d'adipocytes sont présentés à la Figure 3 .  
1.4.1 Tissu adipeux blanc 
1 .4.1 .1 Localisation 
Chez l'homme, les tissus adipeux blancs sont divisés en 2 sous-groupes : le tissu 
adipeux blanc sous-cutané (inguinal, fémoral, glutéal) et le tissu adipeux blanc viscéral 
( épicardial, gonadal, mésentérique, omental, rétropéritonéal) (Figure 3). On a longtemps 
pensé que ces tissus, dont les localisations anatomiques ont été comparées chez le rongeur et 
l'homme, ne fournissaient qu'une protection physique contre les chocs et une isolation 
thermique (Park et al., 2014). 
1.4.1.2 Fonction métabolique 
Chez les vertébrés supérieurs, la fonction métabolique essentielle du tissu adipeux 
blanc est de stocker l'excès d'énergie sous forme de triglycérides/triacylglycérols (TG/TAG) 
dans des gouttelettes lipidiques au sein des adipocytes blancs. Ce processus permet de 
séquestrer une grande partie des acides gras, de limiter leur libération dans la circulation 
sanguine et empêche ainsi leur stockage dans les tissus non adipeux, un phénomène connu 
sous le nom de « gluco-lipotoxicité » (Poitout et al., 2010). Les acides gras stockés peuvent 
ensuite être mobilisés au cours d'un processus appelé lipolyse. La composition d'une 
gouttelette lipidique avec les protéines de « shield » (bouclier) comme les périlipines sont 
présentées à la Figure 4. Les acides gras stockés peuvent ensuite être mobilisés par 
l'activation de la lipolyse (Figure 4) (Yin et al., 2003). En condition basale, la lipolyse a lieu 
constitutivement mais 75 % des acides gras libérés par le tissu adipeux sont ré-estérifiés 
(Edens et al., 1990), les acides gras non-estérifiés étant toxiques pour la cellule (Leibel et al., 
1985). Cependant, lors d'une augmentation de la demande d'énergie, ce processus peut être 
activé afin d'induire une mobilisation plus importante des acides gras à partir des TG/TAG. A 
l'heure actuelle, 3 enzymes sont connues pour réguler la libération d'acides gras : la HSL 
(hormone sensitive lipase) (Langin et al., 2005), l' ATGL (adipose triglyceride lipase) 
(Zimmermann et al., 2004) et la MGL (monoglycéride lipase) (Fredrikson et al., 1986) 
(Figure 4) . Les acides gras libérés dans la circulation sanguine sont alors �-oxydés par les 
muscles squelettiques, le cœur, le tissu adipeux brun, le rein et le foie à des fins énergétiques 
(Lafontan et Langin, 2009). 
1 .4.1.3 Fonction endocrine 
Les adipocytes blancs possèdent également une activité endocrine importante 
permettant un dialogue avec d'autres tissus et organes comme le cœur, le rein, les muscles 
squelettiques et le pancréas (Maury et Brichard, 2010). Les protéines sécrétées par le tissu 
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Figure 5 : Voies de signalisation de la leptine et de l'insuline dans les neurones du noyau arqué (Varela et Horvath, 
201 2). 
Le récepteur b de la leptine (LepR-b) est exprimé dans plusieurs zones du cerveau dont ! 'hypothalamus. Son activation induit 
plusieurs voies de signalisation dont la mieux caractérisée est la voie de la PI3K menant à la synthèse de PIP3 à partir de PIP2 
(non montrée sur la figure). L'accumulation de PIP3 mène à l'activation de PDKl et d' AKT, cette dernière kinase phosphoryle 
le facteur de transcription FoxO 1 provoquant son export nucléaire. Il en résulte une expression de POMC, un neuropeptide qui 
stimule la sensation de satiété. L 'activation du récepteur LepR-b mène également au recrutement et à l 'activation (par 
phosphorylation) de JAK-STAT3. STAT3 phosphorylé et le facteur de transcription HIF régulent positivement l'expression de 
POMC. A l'inverse, l ' inhibition de FoxO I par AKT et l'activation de STAT3 conduisent à l' inhibition de l 'expression de 
l 'AgRP. L'activation de la PI3K constitue le point de convergence de la voie de signalisation de la leptine et de l ' insuline 
accentuant l 'effet de l ' insuline sur les neurones. De plus, il a été rapporté que l ' inhibition de l 'AMPKa2 par la leptine est 
médiée par la voie mTOR. La phosphorylation est symbolisée par un P entouré et coloré en orange. PIP3 : phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate; PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-biphosphate; PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase ; PDKI : 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1 ; AK.T ou PKB : Protein kinase B ;  FoxO l : Forkhead box protein 01 ; HIF : 
hypoxia inducible factor ; pomc : proopiomelanocortin ; agrp : agouti-related protein ; JAK. : Janus Kinase ; ST AT3 : signal 
transducer and activator of transcription 3 ; IRS : Insu/in Receptor Substrate ; mTOR : Mammalian Target Of Rapamycin ; 
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Figure 6 : Effet de la leptine et de l'insuline sur l'hypothalamus et la régulation de plusieurs organes périphériques 
(Varela et Horvath, 2012). 
L'hypothalamus joue un rôle central dans l' intégration des signaux provenant des tissus périphériques comme le pancréas et le 
tissu adipeux blanc afin de réguler l 'homéostasie énergétique. Lors d'un surplus d 'énergie, la leptine est sécrétée par le tissu 
adipeux blanc et induit une dépolarisation (activation) des neurones POMC alors qu'elle induit une hyperpolarisation 
(inhibition) des neurones AgRP. L'insuline secrétée par le pancréas informe également ! 'hypothalamus sur le statut énergétique 
de l 'organisme. En réponse, les neurones de ! 'hypothalamus expriment des neuropeptides qui ont pour effet d'adapter les 
fonctions des tissus périphériques comme les muscles et le foie afin de restaurer la balance énergétique, le métabolisme du 
glucose et des lipides. ARC : Arcuate Nucleus ; AgRP : Agouti-Related Protein; InsR : Insu/in Receptor; LepR-b : Leptin 
receptor b ; POMC : Proopiomelanocortin; VMH : Ventromedial Hypothalamus ; W AT : White Adipose Tissue. 
appelées adipokines (terme choisi dans ce travail) ou adipocytokines (Lehr et al., 2012). 
Seules les principales adipokines qui ont été « étudiées » au cours de ce travail sont 
rapidement décrites ci-dessous. 
1.4.1.3. 1  Leptine 
La leptine est la première adipokine à avoir été identifiée en 1994 (Zhang et al., 1994). 
Hormone de 16 k:Da, la leptine est codée par le gène Ob, rebaptisé par la suite LEP chez 
l'humain. Synthétisée principalement par le tissu adipeux blanc, la leptine cible 
!'hypothalamus, le pancréas, le foie et le système immunitaire (Maury et Brichard, 2010). Le 
niveau d'expression de la leptine est donc positivement corrélé à la quantité de masse 
graisseuse corporelle ainsi qu'à la concentration plasmatique en insuline (Considine et al., 
1996). Les voies de signalisation intracellulaires activées par la leptine dans les tissus 
sensibles (neuronaux et périphériques) sont décrites à la Figure 5 .  
Du point de vue fonctionnel, la leptine régule la prise alimentaire et la dépense 
énergétique en agissant sur le noyau arqué de !'hypothalamus (Schwartz et al., 1997). Dans 
cette partie basale de l'hypothalamus se trouvent deux populations de neurones caractérisées 
par l'expression spécifique de neuropeptides : les neurones POMC (pro-opiomélanocortine) 
et AgRP (agouti-related protein), exprimant chacun un neuropeptide du même nom (Dietrich 
et Horvath, 2009). L'expression de POMC induit un effet anorexigénique (inhibiteur de 
l'appétit) et est activée par la leptine alors que l'expression de l'AgRP et du neuropeptide Y 
entraine un effet orexigénique (activateur de l'appétit) et est inhibée par la leptine (Morrison 
et al., 2005) (Figure 6). 
En plus de son rôle métabolique, la leptine est également considérée comme une 
adipokine pro-inflammatoire. En effet, la leptine induit la synthèse de cytokines pro­
inflammatoires comme l'IL-6 (Interleukine 6), l'IL-12 (Interleukine 12) et le TNFa (Tumor­
necrosis factor a) par les macrophages et les monocytes (Gainsford et al., 1996; Zarkesh­
Esfahani et al., 2004), alors qu'elle inhibe la production de cytokines anti-inflammatoires 
telles que l'IL-4 (Interleukine 4) (Lord et al., 1998). A travers l'activation de NF-kB (Nuclear 
Factor-Kappa B) dans les cellules hépatiques périsinusoïdales humaines, la leptine active 
l'expression de CCL2 et du VEGF (vascular endothelial growth factor), respectivement, une 
molécule pro-inflammatoire et pro-angiogénique (Aleffi et al., 2005). Différentes conditions 
influencent l'expression de la leptine : la prise alimentaire (Zhang et al., 2002) et l'obésité 
(Frederich et al., 1995) sont connues pour augmenter son expression alors que le jeûne la 
diminue (Zhang et al. , 2002). 
Au niveau transcriptionnel, l'expression du gène LEP est activée par le facteur de 
transcription C/EBPa (CCAAT-Enhancer Binding Protein Alpha) (Hwang et al., 1996; Miller 
et al., 1996) et réprimée par le facteur de transcription PPARy (Peroxisome Proliferator­
Activated Receptor-Gamma) dans les adipocytes 3T3-Ll (Kallen and Lazar, 1996). En effet, 
le traitement des rats adultes Sprague-Dawley ou d'adipocytes primaires avec le 
thiazolidinedione (TZD) BRL49653, un agoniste du facteur de transcription PPARy, mène à 
une répression de l'expression de la leptine (Hollenberg et al., 1997; De Vos et al., 1996). 
Quatre autres facteurs de transcription : ADD 1/SREBP 1 (Adipocyte determination and 
differentiation-dependent factor 1/Sterol regulatory element-binding protein) (Kim et al., 
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Figure 7 :  Voies de signalisation de l'adiponectine et effet sur la sensibilité à l 'insuline (Esmaili et al., 
2014). 
L'adiponectine possède 3 récepteurs : l' AdipoRl ,  l' AdipoR2 qui possède 7 domaines transmembranaires et plus 
récemment découvert la T-cad qui ne possède pas de domaine intracellulaire. L'adiponectine globulaire possède 
davantage d'affinité pour l 'AdipoRl alors que l 'adiponectine regroupant la forme multimère, trimère et 
oligomère possède davantage d'affinité pour l 'AdipoR2. AdipoRl et AdipoR2 peuvent tous deux interagir avec 
l 'APPLI .  Exprimé principalement dans le foie, l 'activation de l 'AdipoR2 mène à la stimulation de l 'activité 
transcriptionnelle de PPARa favorisant l 'expression d'enzymes impliquées dans la P-oxydation des acides gras. 
L'AdipoRI augmente l ' influx de calcium permettant l 'activation de la CaMKK (une kinase). La CaMKK active 
alors la CaMK et l 'AMPK résultant en une augmentation de l 'expression de PGC l -a. Par son activité, PGCl -a 
régule positivement la biogenèse mitochondriale et l 'oxydation des acides gras. L'adiponectine médie 
l ' interaction entre l '  AdipoRl et I' APPLI induisant une activation successive de LKBl et de l 'AMPK. L' AMPK 
peut aussi activer la PGC- 1 a au niveau post-traductionnel. AdipoRl /2 possèdent tous deux une activité 
cérarnidase permettant la conversion de céramide (Cer) en sphingosine (Sph). La sphingosine peut ensuite être 
phosphorylée par une SPH K l  pour produire du sphingosine-1 phosphate (S I P). Le S l P  permet une 
augmentation de l ' influx de calcium dans la cellule. La signalisation activée par le récepteur T-cad n'a pas 
encore été caractérisée. 
CaMKK : Ca2+ /calmodulin-dependent protein kinase kinase ; APPLI : Adaptor protein containing Pleckstrin 
homology domain, Phosphotyrosine-binding domain, and Leucine zipper motif; LKB I : Liver Kinase BI ; 
AdipoRl et 2: Adiponectin Receptor 1 et 2 ;  PGC- l a : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor (PPAR) 
gamma Coactivator 1 alpha ; SPHKl : Sphingosine Kinase 1 ;  SIP : Sphingosine-1-Phosphate ; T-cad : T­
cadherin. 
(Moreno-Aliaga et al., 2007) sont également connus pour activer l'expression du gène LEP 
alors que le facteur de transcription AP-2P (Activating protein-2 beta) réprime son expression 
(Fuke et al., 2010). 
1.4.1.3.2 Adiponectine 
L'adiponectine est encodée par le gène ADIPOQ et est l'hormone la plus exprimée par 
le tissu adipeux blanc (Hotta et al., 2001). L'adiponectine plasmatique circule sous 3 formes 
majeures : trimère, hexamère et multimère. Cette dernière est la forme la plus active (Wak.i et 
al., 2003). Les voies de signalisation intracellulaires activées par l'adiponectine dans les tissus 
sensibles sont décrites à la Figure 7. Les voies de signalisation de l'adiponectine sont médiées 
par 3 récepteurs : AdipoR l ,  AdipoR2 et T-cad dont les différences au niveau des voies de 
signalisation sont illustrées à la Figure 7. Le premier est exprimé de manière ubiquitaire alors 
que le second est plus spécifiquement exprimé dans le tissu hépatique (Y amauchi et al., 
2007). La liaison de l'adiponectine aux deux récepteurs favorise le recrutement de l' APPLl 
(adaptator protein, phosphotyrosine interraction 1) et l'activation de l' AMPK par 
phosphorylation (Awazawa et al., 2009) L'AMPK phosphoryle et inactive ensuite l'ACC 
(Acetyl-Coenzyme A carboxylase) conduisant à une diminution de la production de malonyl­
CoA nécessaire à la synthèse des lipides et à une augmentation de la P-oxydation des acides 
gras (Yamauchi et al., 2002). Par la voie dépendante de l' AMPK (plus spécifiquement 
déclenchée par l'activation du récepteur AdipoRl ), l'adiponectine induit également une 
diminution de l'expression de SREBPl c  (Sterol regulatory element-binding protein 1 c) 
(Awazawa et al., 2009), un facteur de transcription impliqué dans la régulation de la synthèse 
des lipides et du cholestérol (Bengoechea-Alonso et Ericsson, 2007). En conduisant à 
l'activation de PPARy, l'adiponectine augmente l'expression d'enzymes impliquées dans 
l'oxydation des acides gras comme la LCAD (long chain acyl-CoA dehydrogenase) (You et 
al., 2005). 
Une réduction de l'adiponectine plasmatique observée chez des rats soumis à un 
régime riche en graisses mène à une diminution de la P-oxydation des acides gras ainsi qu'à 
l'absence de phosphorylation d' Akt et d' AS 160 dans les muscles squelettiques suggérant un 
rôle de l'adiponectine dans la sensibilité à l'insuline (Mullen et al., 2009). L'adiponectine 
régule, à la baisse, la gluconéogenèse dans le foie par une diminution du niveau d'expression 
de la PEPCK (Phosphoenolpyruvate Carboxy Kinase) et de la G6Pase (Glucose 6 
Phosphatase) (Miller et al., 2011). En plus de son action sur le foie et le muscle squelettique, 
l'adiponectine cible également le pancréas où elle stimule la sécrétion d'insuline médiée par 
le glucose et inhibe l'apoptose des cellules p du pancréas (Wijesekara et al., 2010). En 
résumé, l'adiponectine augmente la sensibilité des tissus répondant à l'insuline. 
En plus de ces rôles métaboliques, l'adiponectine joue également un rôle essentiel 
dans la réponse inflammatoire. En effet, en inhibant l'activation du facteur nucléaire NF-kB 
(Okamoto et al., 2002), l'adiponectine diminue la production de TNFa par les macrophages 
lui conférant ainsi des propriétés anti-inflammatoires (Xu et al., 2003). De plus, 
l'adiponectine est également capable de stimuler la production de l'IL-10, une cytokine anti­
inflammatoire (Kumada et al., 2004). 
Au niveau transcriptionnel, plusieurs facteurs de transcription jouent un rôle important 
dans la régulation de son expression. Premièrement, la liaison du facteur de transcription 
5 
PP ARy augmente son expression. En effet, le traitement de souris obèses et diabétiques 
(souris dbldb : invalidées pour le récepteur de la leptine) par des agonistes de PPARy comme 
les TZD augmente l'expression de l'adiponectine (Chen et al., 1996; Combs et al., 2002). 
D'autres facteurs de transcription, étudiés dans les adipocytes 3T3-L l ,  tels que C/EBP et NF­
y (nuclear factor-Y) participent également à la régulation positive de son expression (Park et 
al., 2004). Enfin, il a également été montré que la liaison du facteur de transcription SREBP-
1 c à l 'ADN, modulé par les régulateurs E4 7 (E-protein 4 7) et Id3 (Inhibitor of differentiation 
3), médie également l'expression de l'adiponectine (Doran et al., 2008) 
Une caractéristique importante retrouvée chez les patients obèses et/ou diabétiques de 
type 2 est une diminution de la concentration plasmatique en adiponectine par rapport aux 
individus minces (Li et al., 2009). Cette diminution de la concentration en adiponectine 
circulante est expliquée par l'inhibition exercée par les cytokines pro-inflammatoires telles 
que le TNFa et l'IL-6 sur l'expression de l'adiponectine (Lim et al., 2008). Néanmoins, le 
traitement de souris lipoatrophiques, caractérisées par une concentration élevée en acides gras 
libres dans le sang, un contenu en TG/TAG important dans les muscles squelettiques et le foie 
et une hyperinsulinémie, au moyen de l'adiponectine et de la leptine permet d'améliorer leur 
sensibilité à l'insuline (Y amauchi et al., 2001 ). Etant donné le lien étroit existant entre la 
concentration en adiponectine et la sensibilité à l'insuline, SA, le rapport entre l'adiponectine 
de haut poids moléculaire et l'adiponectine totale du sérum, est actuellement employé comme 
un indicateur de la sensibilité à l'insuline (Meyer et al., 2013). 
1.4. 1.3.3 Résistine 
La résistine encodée par le gène FIZZI, renommé Retn par la suite, est un polypeptide 
riche en cystéine de 12,5 kDa (Holcomb et al., 2000). La résistine existe sous 2 formes : 
trimère et hexamère. Cette dernière est la forme la plus abondante mais la moins active dans 
l'induction de la résistance à l'insuline (Kwon et Pessin, 2013). L'expression de la résistine 
diffère selon l'espèce considérée. Chez les rongeurs, l'expression de la résistine est limitée 
aux adipocytes (Hartman et al., 2002) alors que les macrophages et les monocytes constituent 
les principales sources de résistine chez l'homme (Patel et al., 2003). De plus, chez l'homme, 
l'expression du gène codant pour la résistine est plus élevée dans le tissu adipeux blanc par 
rapport au tissu adipeux brun (Kajimura et al., 2008). 
La résistine a été initialement identifiée comme un inducteur de l'inflammation 
pulmonaire (Holcomb et al., 2000). Inversement, un état inflammatoire induit l'expression de 
la résistine. En effet, les cytokines pro-inflammatoires IL- 1 �, IL-6 et TNF a sont les 
principaux inducteurs dans les PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) humaines 
(Kaser et al., 2003) alors que le TNFa induit une inhibition de l'expression de la résistine dans 
les adipocytes 3T3-L l (Fasshauer et al., 2001). 
La résistine peut également induire une résistance à l'insuline (Steppan et al., 2001) 
impliquant notamment l'activation de SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3), un 
suppresseur des voies de signalisation de l'insuline (Steppan et al., 2001). Cependant, le lien 
entre l'augmentation de la concentration circulante en résistine et la sensibilité à l'insuline, 
clairement identifié chez les rongeurs, n'a pas (encore) été démontré chez l'homme. On notera 
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Figure 8 : Représentation globale du système rénine-angiotensine (SRA) (George et al., 20 1 0). 
L'angiotensinogène (AGT) libérée par le foie et le tissu adipeux entre dans la voie de clivage « classique » incluant la 
rénine, l 'ACE, l 'aminopeptidase A et l 'aminopeptidase N. Le rein libère la rénine en réponse à une diminution de la 
pression sanguine et/ou à une réduction de la concentration plasmatique en sodium. Grâce à son activité protéase, la 
rénine clive l' AGT en Angl qui est exprimée par les cellules endothéliales du poumon. L' Angl est ensuite clivée par 
l 'ACE en Angll .  L 'extrémité C-terminale de l 'Angl ou l 'AngII peut également être protéolysée par l 'ACE2, un 
homologue de ACE et ainsi former de l 'Angl -7. L'Ang l -7 antagonise l'action de l 'AngII au niveau cardiovasculaire en 
se liant à son récepteur MASR. La cathepsine, la Tonin et la tPA produisent directement de l 'AngII à partir de l 'AGT. 
Des enzymes alternatives de la voie classique interviennent également dans la cascade de clivage comme la cathepsine 
G, la CAGE ou la chymase (encadré mauve en pointillé). Ensuite, l 'AngII peut être clivée par l 'aminopeptidase A ou N 
afin de produire l' AngII I  ou I' AngIV (ou Ang3-8), respectivement. L' Ang3-8 active son récepteur IRAP ou AT4R et 
induit différents effets cardiovasculaires. MASR, AT l R, AT2R et AT4R représentent les différents récepteurs qui sont 
activés par les différents peptides angiotensines, lesquels médient des réponses biologiques variées. Un 
dysfonctionnement de l 'axe hormonal rénine-angiotensine peut conduire à diverses complications comme l 'hypertension 
et le diabète ou être associé à des maladies cardiovasculaires raison pour laquelle des inhibiteurs du SRA ont été mis au 
point (encadrés bleus). AGT : Angiotensinogen ; ACE: Angiotensin-converting enzyme ; ARB: angiotensin receptor 
blockers. CAGE: chymostatin-sensitive angiotensin 11-generating enzyme. MASR: MA S -related G protein-coupled 
receptor A ;  IRAP: insulin-regulated amino peptidase. Ang: Angiotensine; ATR: Angiotensinogen type receptor. 
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Figure 9 : Effet synergique de l'activation des 
récepteurs ATI R  et AT2R sur le tissu adipeux 
(Yvan-Charvet et Quignard-Boulangé, 201 1 ). 
L'angiotensine II est formée à partir d'une cascade 
enzymatique comportant la rénine et l '  ACE. 
L'angiotensine Il médie l'effet de l 'angiotensinogène au 
niveau du tissu adipeux en modulant l 'expansion de la 
masse graisseuse via l 'activation de 2 récepteurs 
exprimés en membrane plasmique des adipocytes chez 
l 'homme et chez la souris : AT l R  et AT2R. En 
fonctionnant comme une hormone anti-lipolytique, 
l 'Angll active AT l R. AT I R  entraîne alors une 
diminution de la lipolyse en inhibant l'activité des 
lipases HSL et ATGL. L 'activation d'AT2R active la 
lipogenèse en augmentant l 'entrée du glucose dans la 
cellule. Celui-ci fournira l 'acétyl-CoA nécessaire à la 
synthèse des acides gras stockés sous fom1e de 
triglycérides. ACE : angiotensin-converting enzyme ; 
AGT : angiotensiongen ; Ang : angiotensin ; ATGL, adipose triglyceride lipase ; Glut4 : glucose transporter 4 ;  
HSL : hormone-sensitive lipase ; AT l R : Ang type I receptor ; AT2R : Ang type II receptor. 
La résistine semble également jouer un rôle régulateur sur la gluconéogenèse 
hépatique. En effet, des souris KO pour la résistine montrent une plus faible concentration 
sanguine en glucose après un jeûne, ceci pouvant être expliqué par une régulation à la baisse 
de la gluconéogenèse hépatique (Banerjee et al., 2004). De plus, une forte concentration en 
glucose augmente également l'expression de la résistine dans les adipocytes 3T3-L l (Shojima 
et al., 2002). 
Concernant les régulateurs transcriptionnels impliqués dans l'expression du gène, 
C/EBPa et ADDl aussi appelé SREBPl c  peuvent être considérés comme des facteurs de 
transcription clés dans l'activation du promoteur du gène codant pour la résistine. Ceci a été 
démontré, tant in vitro sur des adipocytes 3T3-Ll qu'in vivo chez des souris mâles C57BL/6J 
(Seo et al. , 2003). Des agonistes de PP AR y atténuent aussi la réponse inflammatoire en 
réprimant l'expression de RETN dans les macrophages humains (Patel et al., 2003) et dans les 
adipocytes 3T3-L l (Shojima et al., 2002) suggérant un rôle de PPARy dans la régulation 
transcriptionnelle de cette adipokine (Bokarewa et al., 2005). 
1.4.1.3.4 Angiotensinogène 
L'angiotensinogène est une glycoprotéine codée par le gène Agt et principalement 
synthétisée par le foie (Massiera et al., 2001). Cependant, le tissu adipeux viscéral constitue la 
majeure source extra-hépatique de l'angiotensinogène (Giacchetti et al., 2000). 
L'angiotensinogène peut se lier à 2 récepteurs, ATl R  et AT2R (Angiotensinogen Type 1 or 2 
Receptor). Le récepteur ATl R  est un récepteur couplé à une protéine G, et est exprimé dans le 
rein, les vaisseaux sanguins, le cerveau (Ohsawa et al., 2014) et les adipocytes (Cabassi et al., 
2005). La fonction d' AT2R est encore peu connue bien que son activation semble induire un 
effet antagoniste sur l'activation du récepteur ATl R  (Kemp et al., 2014). 
L'angiotensinogène participe au système rénine-angiotensine (RAS), un axe hormonal 
impliquant le rein et le foie (Figure 8) (Engeli et al., 2003). En effet, en réponse à des signaux 
comme la diminution de la pression sanguine, le rein libère la rénine pour hydrolyser 
l'angiotensinogène en un décapeptide, angiotensine I, qui sera lui-même clivé par des 
enzymes de conversion en un octapeptide, l'angiotensine II ou en un heptapeptide, 
l'angiotensine III (George et al., 2010). Chez l'homme, l'effet vasoconstricteur est 
principalement médié par l 'angiotensine II, qui stimule également la production d'aldostérone 
par le cortex surrénalien menant à une augmentation de la réabsorption d'eau et de sodium au 
niveau rénal (Engeli et al., 2003). Au niveau métabolique, l'angiotensine II active la lipolyse 
du tissu adipeux blanc rétropéritonéal (RET) et épididymal chez des rats Sprague Dawley 
(Cabassi et al., 2005). En activant le récepteur ATl R, l'Angll initie plusieurs voies de 
signalisation dont l'activation de la voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)/ERK 
(Extracellular signal-Related Kinase) et JAK (Janus Kinase). L'expression de cytokines ou le 
remodelage de la matrice extracellulaire est le résultat de l'activation de divers facteurs de 
transcription en aval de ces voies de signalisation comme STAT (Signal Transducer and 
Activator of Transcription), NFAT (Nuclear Factor of Activated T ce![), NF-kB et GATA 
(GATA binding protein) (Kemp et al., 2014). Cette adipokine exercerait également un rôle 
dans la régulation de l'adipogenèse (Figure 9). En effet, l'inhibition d'ATRl par le 
« Valsartan » induit une inhibition de la différenciation des cellules souches 
mésenchymateuses (CSM) humaines en adipocytes in vitro, alors que l'inhibition d' AT2R par 
7 
l'inhibiteur PD1 23319 favorise la différenciation (Matsushita et al., 2006). De plus, 
l'invalidation de l'expression de l'angiotensinogène dans les adipocytes 3T3-Ll conduit à une 
diminution d'expression de plusieurs gènes pro-adipogéniques et pro-inflammatoires comme, 
respectivement, PPARy et TNFa (Carroll et al., 20 1 3). 
Ces résultats mettent en lumière le rôle potentiel de l'angiotensinogène dans le 
métabolisme des adipocytes et l'inflammation des tissus adipeux (Carroll et al., 2013). 
Ajoutons également que la sur-expression ciblée de l'angiotensinogène au niveau du tissu 
adipeux, conduit à une augmentation de la masse graisseuse et à l'hypertension (Massiera et 
al., 2001). Enfin, un lien existe également entre l'angiotensinogène et la sensibilité à 
l'insuline. En effet, l'inhibition de l'activation du récepteur ATRl par l'inhibiteur TAK-536 
dans des souris K.K_AY (un modèle de souris diabétique) révèle une augmentation de la 
sensibilité à l'insuline dans les tissus adipeux blancs et les muscles squelettiques (Iwai et al., 
2009). 
Au niveau transcriptionnel, l'incubation d'adipocytes 3T3-Ll en présence de 
troglitazone, un agoniste de PP AR y, induit la répression d'un groupe de gènes incluant 
l'angiotensinogène normalement exprimé dans les adipocytes blancs. Les auteurs suggèrent 
que cette répression est assurée par le recrutement de co-répresseur CtBP l et CtBP2 (C­
terminal Binding Protein 1 or 2) sur le facteur de transcription C/EBPa, formant un complexe 
avec PP AR y en réponse à la troglitazone (Vemochet et al., 2009). 
1.4. 1.3.5 Sérum amyloïd Al 
Les protéines « sérum amyloïd A » (SAA) sont codées par une famille de 4 gènes 
(SAA1-SAA4) conservés chez la plupart des vertébrés (Sellar et al., 1994). Chez l'homme, 
SAAl et SAA2 sont principalement exprimés par le tissu adipeux blanc alors que, en réponse 
à des stimuli pro-inflammatoires, le foie constitue la principale source chez la souris (Poitou 
et al., 2005 ; Yang et al., 2006). Le rôle majeur des protéines SAA est de réguler le 
métabolisme du cholestérol. En raison de sa similarité structurale avec d'autres 
apolipoprotéines (Takase et al., 2014), SAAl peut remplacer apoAl ,  l'apolipoprotéine 
majeure du HDL responsable du transport du cholestérol (O'Brien et al., 2006). Les HDLs 
sont captés par le récepteur scavenger SR-BI (scavenger receptor class B type 1) des 
hépatocytes auxquels ils fournissent les esters de cholestérol qu'ils contiennent, un processus 
nommé absorption sélective de lipides dans le transport inverse du cholestérol (allant des 
tissus au foie) (Rigotti et al., 2003). Les protéines SAA l et SAA2, sont connues pour exercer 
un effet inhibiteur de la liaison des HDLs au récepteur SR-BI pouvant ainsi contribuer à 
l'accumulation de cholestérol dans la paroi interne des artères, un processus impliqué dans le 
développement de l'athérosclérose (Lewis et al., 2004). Ainsi, l'effet protecteur de l'apoAl 
sur le développement de l'athérosclérose peut être levé par l'action de SAA en condition 
d'inflammation chronique. 
L'expression et la sécrétion de SAAl et SAA2 sont positivement corrélées à l'indice 
de masse corporelle. Ces adipokines stimulent la production de cytokines pro-inflammatoires 
comme l'IL-6 et le TNFa par les pré-adipocytes et les adipocytes in vitro (Yang et al., 2006). 
In vivo, les protéines SAAs provoqueraient donc, indirectement, un recrutement de monocytes 
dans les tissus adipeux de patients obèses et par conséquent contribueraient à l' installation 
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Figure 10  : Rôles putatifs de l'apéline sécrétée par le tissu adipeux en réponse au TNFa (Daviaud et al., 
2006). 
Une corrélation existe entre l 'expression du TNFa et l 'expression de l 'apéline chez les individus modérément 
obèses et les individus atteints d'obésité morbide. L'injection intra-péritonéale de TNFa résulte en une 
augmentation de l 'expression et de la concentration plasmatique de l 'apéline chez la souris. La production 
d'apéline augmente également et contribue à l' inhibition de la sensibilité à l ' insuline notamment en diminuant la 
sécrétion d'insuline par le pancréas chez la souris. En lien avec sa fonction endocrine, l 'apéline est également 
impliquée dans la régulation des fonctions cardiovasculaires en changeant la force de contraction du muscle 
cardiaque. L'apéline intervient dans la régulation de l 'homéostasie hydrique par son rôle anti-diurétique en 
induisant l ' inhibition de la libération de la vasopressine résultant en une augmentation de la réabsorption d'eau. 
Les changements d'expression de l 'apéline induits par le TNFa en réponse à l 'obésité peuvent donc jouer un rôle 
dans les dérégulations du tissu adipeux comme l ' inflammation chronique légère en stimulant le recrutement de 
macrophages. 
TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha. 
2003). En plus d'être pro-inflammatoire, la protéine SAAl stimule également la lipolyse et 
pourrait donc contribuer au développement de la résistance à l'insuline par la libération 
d'acides gras libres dans la circulation sanguine (Yang et al., 2006). 
Des agonistes de PPARy, comme la rosiglitazone provoquent une diminution 
significative de la production de SAAl -2 (Yang et al., 2006; de Seny et al., 20 1 3), indiquant 
que ce facteur de transcription agit probablement comme un répresseur dans le contrôle de 
l'expression de cette adipokine. 
1.4.1.3. 6  Apéline 
Le gène Apln codant pour la pré-proapéline est exprimé par de nombreux tissus et 
organes tels que le poumon, la glande mammaire, les testicules, les reins, le cœur et les tissus 
adipeux blancs (Tatemoto et al., 1 998). Dans les adipocytes 3T3F442A, le niveau 
d'expression de l'apéline augmente au cours de la différenciation (Boucher et al., 2005). La 
pré-proapéline est le précurseur des 3 formes actives de l'apéline : apéline 13, apéline 17 et 
apéline 36. Une des fonctions de l'apéline est d'assurer la régulation de l'homéostasie 
hydrique (De Mota et al., 2004) et du débit cardiaque (Ashley et al., 2005). L'apéline semble 
également jouer un rôle dans la régulation de la lipolyse, puisque la stimulation d'adipocytes 
murins 3T3-Ll par l'apéline augmente la phosphorylation inhibitrice (Ser 565) de la HSL 
inhibant ainsi la lipolyse (Yue et al., 2011 ). L'apéline pourrait également jouer un autre rôle 
important dans le métabolisme énergétique en régulant, de manière positive, l'expression 
d'UCP-1 ( Uncoupling protein-1) dans le tissu adipeux brun (Higuchi et al., 2007). Ajoutons 
encore que des souris C57BL/6J rendues obèses par un régime riche en graisses ou rendues 
hyperphagiques par un traitement au GTG (Gold Thioglucose) présentent à la fois une 
hyperinsulinémie et une sur-expression de l'apéline par rapport aux souris contrôles soumises 
au régime normal, suggérant un contrôle de l'insuline sur l'expression de l'apéline (Boucher 
et al., 2005). Il a également été montré récemment que l'administration d'apéline 
(2mg/kg/jour) à des souris APKO (déficience généralisée pour l'apéline) et à des souris dbldb 
pendant 4 et 2 semaines respectivement, induit une amélioration de la sensibilité des muscles 
à l'insuline par un mécanisme dépendant de la phosphorylation d' Akt et de l' AMPK (Yue et 
al., 2011). L'inflammation a également été associée à l'augmentation d'expression de 
l'apéline par les tissus adipeux des individus obèses. En effet, la sur-expression de l'apéline 
chez ces individus pourrait résulter d'un effet paracrine/autocrine du TNFa, sur le tissu 
adipeux (Figure 1 0) (Daviaud et al., 2006). La voie de signalisation du TNFa, responsable de 
l'augmentation de l'expression de l'apéline dépend de la PI3K, de JNKs (c-Jun NH2-terminal 
kinases) et de MAPKs mais pas de l'activation de PKCs (Daviaud et al., 2006). 
Bien que la régulation de l'expression de l'apéline ne soit pas encore bien comprise, la 
sur-expression de PGC-1 a, (peroxysome proliferator-activated receptor gamma co-activator-1 
a) dans les adipocytes humains induit l'expression et la sécrétion de l'apéline (Mazzucotelli et 
al., 2008). Ce co-activateur de PP AR y ( et d'autres facteurs de transcription) est notamment 
impliqué dans la biogenèse mitochondriale, l'homéostasie énergétique et contrôlerait 
également l'expression de l'apéline. Enfin, lorsque des adipocytes humains sont maintenus en 
condition d'hypoxie, la liaison du facteur de transcription HIF-l a,  (hypoxia-inducible factor-1 
alpha) au promoteur du gène Apln induit également l'expression de l'apéline (Greiger et al., 
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Figure 1 1  : Implication de la thrombospondine-1 
dans les dérégulations métaboliques suite au 




Dans le pancréas, la TSP- 1 est produite par les 
cellules endothéliales et est impliquée dans la 
régulation des cellules � en contrôlant leur 
croissance et la sécrétion d'insuline. La TSP- 1 joue 
également un rôle dans la néphropathie diabétique à 
travers l 'activation de TGF-� (transforming growth 
factor-beta). La TSP- 1 présente également des 
propriétés anti-angiogéniques et pro-athérogéniques 
pouvant conduire à l 'apparition de complications 
vasculaires. La TSP- 1 peut aussi influencer le 
remodelage de la matrice extracellulaire en activant 
des métalloprotéinases de la matrice pouvant ainsi 
contribuer à une dilatation ventriculaire. Au sein du matrix remodellng 
lmpalred anglogenesls 
tissu adipeux, l 'augmentation de l 'expression de la 
TSP- 1 est associée à l ' inflammation et module l 'expansion du tissu adipeux à travers une augmentation de 
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Figure 12 : Régulation de la réponse inflammatoire par la chémérine (Yoshimura et Oppenheim, 2008). 
La chémérine est sécrétée sous forme de précurseur (pro-chémérine) de 1 43 acides aminés. La première forme 
active de la chémérine est obtenue par clivage de l'extrémité C-terminale de la pro-chémérine par des sérines 
protéases sécrétées par des neutrophiles. Premièrement, la forme active de la chémérine ( 1 37 acides aminés) peut 
soit activer un récepteur couplé aux protéines G, ChemR23 connu sous le nom de CMKLRI ,  présent à la surface 
des macrophages et des cellules dendritiques plasmacytoïdes ( 1 ) . Il en résulte une induction de la migration 
cellulaire et une modification du flux de calcium intracellulaire. Deuxièmement, la chémérine joue un rôle dans 
l ' interaction entre les mastocytes et les macrophages via les récepteurs CCRL2 et ChemR23, l 'extrémité N­
terminale de la chémérine interagissant avec le CCRL2 et l 'extrémité C-terminale interagissant avec le 
ChemR23 (2). Troisièmement, la chémérine active peut encore être clivée en un peptide inhibiteur (chémérine 
1 5) par des cystéines protéases sécrétées par des macrophages. La chémérine 1 5  inhibe la génération de 
médiateurs pro-inflammatoires en réponse au LPS/IFN-y (3). CMKLRl : chemokine-like receptor 1 ; CCRL2 : 
Chemokine (C-C motif) receptor-like 2. LPS/IFN-y : Lipopolysaccharide/Jnterferon gamma. 
1.4.1.3. 7 Thrombospondine-1 
La thrombospondine-1 (TSP-1) est codée par le gène Thbsl et produite par plusieurs 
types cellulaires : les mégacaryocytes, les macrophages et les adipocytes (Okuno et al., 2002). 
La TSP-1 est d'abord connue pour son effet inhibiteur de la voie de signalisation induite par 
le NO (nitric oxide)-GMPc dans les cellules vasculaires endothéliales impliquées dans la néo­
vascularisation des tumeurs solides expliquant ainsi son potentiel en tant qu'inhibiteur de 
l'angiogenèse et de la tumorigenèse. Bien que la souris KO pour la TSP-1 ne présente pas de 
phénotype notable en absence de plaie (Lawler et al., 1998), l 'angiogenèse dans le tissu 
adipeux induite par le froid ou par le gain de poids semble être modulée par la balance entre 
les adipokines pro- ou anti-angiogéniques comme, respectivement, l 'adiponectine ou la TSP-1 
(Xue et al., 2009). La TSP- 1 joue également un rôle dans le métabolisme lipidique des 
adipocytes murins. En effet, la mutation du gène Thbsl ou l'absence du récepteur CD36, son 
ligand majeur, conduit à un déficit d'absorption des acides gras par ces cellules (Hajri et al., 
2002). 
Concernant les facteurs externes, l 'exercice physique et la restriction calorique 
induisent une diminution de l'expression de la TSP-1 (Wheatley et al., 20 1 1). L 'obésité 
influence également directement l 'expression de TSP-1. En effet, chez les individus obèses 
(Figure 1 1), le niveau d'expression de la TSP-1 est plus élevé dans le tissu adipeux viscéral 
par rapport au tissu adipeux sous-cutané (Ramis et al., 2005). 
Par contre, peu de données relatives aux régulateurs de l'expression de Thbsl sont 
disponibles actuellement. Une fois encore, son expression semble être sous le contrôle de 
PPARy car l'expression de Thbsl est diminuée de 54 % en réponse aux agonistes de PPARy 
dans les adipocytes humains, ce qui semble contradictoire avec l 'analyse de l'expression de 
l 'adipokine en réponse au TNFa puisque PPARy est moins actif dans les cellules traitées au 
TNFa (Varma et al., 2008). Ces données révèlent aussi une différence dans le mécanisme de 
régulation de l'expression de la TSP-1 entre les adipocytes humains et les adipocytes murins 
3T3-Ll .  
1.4. 1.3.8  Chémérine 
Fortement exprimée par les tissus adipeux blancs, le foie et le placenta (Goralski et al., 
2007), la chémérine est codée par le gène Rarres2 et est un ligand du récepteur ChemR23, un 
récepteur couplé à une protéine G, exprimée à la surface des macrophages, des cellules 
dendritiques et des adipocytes (Wittamer et al., 2003). Au niveau du tissu adipeux, la 
chémérine exerce un effet autocrine et paracrine. Des souris KO pour le récepteur ChemR23 
présentent une diminution de l 'infiltration de lymphocytes CD3+ et de l'absorption du glucose 
dans le tissu adipeux blanc alors qu'une augmentation du nombre de cellules « natural killer » 
est observée (Ernst et al. , 20 1 2). 
La chémérine est synthétisée sous la forme d'un précurseur (pro-chémérine) dont le 
rôle dans l'inflammation varie en fonction du type de peptides finalement formés. C'est 
pourquoi, il semble que la chémérine soit impliquée, selon les circonstances, dans l 'initiation 
ou la résolution de l'inflammation (Figure 12). La chémérine semble également jouer un rôle 
direct dans l'adipogenèse. En effet, il a été montré que la chémérine est essentielle au début 
(pendant les 4 premiers jours) du processus de différenciation des adipocytes (Goralski et al., 
2007). De plus, la chémérine joue un rôle dans le métabolisme du glucose et la sensibilité à 
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Figure 13  : Origines des adipocytes blancs, beiges et bruns (Peirce et al., 2014). 
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Chaque type d'adipocytes dérive de cellules précurseurs mésenchyrnateuses. Comme suggéré par des études de 
traçage de lignée cellulaire, le précurseur des adipocytes blancs dérive à la fois de la lignée MYF5+ et MYFS" 
alors que les adipocytes bruns et les myocytes dérivent uniquement de la lignée MYFS+, originaire du 
mésoderme paraxial. Les pré-adipocytes sont considérés comme un type cellulaire déterminé dans leur destin de 
différenciation cellulaire. Au même titre que les adipocytes bruns, les adipocytes beiges sont caractérisés par 
l 'expression de UCP-1 et un contenu en mitochondries plus important par rapport aux adipocytes blancs. Les 
adipocytes beiges peuvent avoir une origine commune aux adipocytes blancs ou potentiellement dériver des 
adipocytes blancs matures à travers un processus de trans-différenciation. L'origine endothéliale des adipocytes 
blancs et bruns reste controversée alors que les adipocytes bruns pourraient également dériver des cellules 
satellites des muscles squelettiques. A l 'âge adulte, les nouveaux adipocytes sont formés à partir des pré­
adipocytes. 
MYF5 : Myogenic Factor 5 ;  WAT : White Adipose Tissue ; BAT : Brown Adipose Tissue, UCP I : Uncoupling 
Protein 1 .  
l'insuline. En effet, la chémérine améliore l'absorption du glucose par les adipocytes 3T3-L l 
(Takahashi et al., 2008) alors qu'elle induit la résistance à l'insuline dans les muscles 
squelettiques humains (Sell et al., 2009). 
Chez les sujets obèses, le niveau d'expression de la chémérine est positivement corrélé 
à la valeur du BMI, à la concentration en TG/TAG, à la valeur de la glycémie à jeun et à la 
concentration en cytokines pro-inflammatoires (Ernst et al., 2012). A l'heure actuelle, la 
régulation de l'expression de la chémérine dans les adipocytes par PPARy est encore 
controversée (Muruganandan et al., 2011 ; Vernochet et al., 2009). Par contre, la présence de 
séquences SRE (sterol regulatory element) dans le promoteur du gène Rarres2 pourrait 
permettre au facteur de transcription SREBP2 (Sterol regulatory element binding-protein 2), 
un facteur contrôlant l'expression des gènes codant pour les enzymes de la voie de synthèse 
du cholestérol, d'induire l'expression de l'adipokine comme démontré dans les adipocytes 
3T3-L l et in vivo (Bauer et al., 2011). 
Les adipokines ne sont souvent synthétisées et sécrétées qu'au cours du processus de 
différenciation cellulaire appelé adipogenèse. C'est ce programme de différenciation 
excessivement bien contrôlé que nous allons décrire dans le paragraphe suivant. 
1 .5 Adipogenèse et différenciation des adipocytes blancs 
Chez l'homme, le tissu adipeux blanc commence à se développer durant la dernière 
phase de la gestation. Bien que l'expansion du tissu adipeux blanc soit prédominante durant la 
période post-natale, il semble que l'individu adulte soit capable de renouveler sa masse en 
adipocytes blancs à un taux d'environ 10 % par an (Spalding et al., 2013). 
Plusieurs études suggèrent que les adipocytes blancs dérivent des cellules souches 
mésenchymateuses Myf5- (Myogenic factor 5) (Timmons et al., 2007). Toutefois, des études 
plus récentes utilisant la technique de « traçage » de lignées cellulaires in vivo ont révélé la 
présence de précurseurs d'adipocytes Myf5+ dans le tissu adipeux blanc. Le devenir de ces 
cellules Myf5+ positives pourrait cependant correspondre à des précurseurs d'adipocytes 
bruns localisés dans le tissu adipeux blanc (Shan et al., 2013) (Figure 13). 
Bien que la différenciation des adipocytes blancs soit un processus continu, elle a été 
divisée en 2 étapes : la détermination et la différenciation terminale. La détermination 
représente la conversion d'une cellule souche mésenchymateuse multipotente en un 
précurseur à « compétence adipogénique » nommé pré-adipocyte. La protéine ZFP423 (zinc­
finger protein 423) est considérée comme un marqueur caractéristique des pré-adipocytes 
(Gupta et al., 2010). L'engagement vers la lignée pré-adipocytaire résulterait de la rencontre 
des cellules progénitrices Myf5- avec les facteurs BMP2 et BMP4 (Bane Morphogenetic 
Protein 2 et 4) (Jin et al., 2006). Si plusieurs voies de signalisation comme la voie WNT 
canonique et non-canonique et la voie de signalisation du TGF� ont été décrites dans le 
contrôle de la détermination, la protéine PRDM16, un facteur de transcription de la famille 
des protéines à doigt de zinc contrôlant la différenciation des adipocytes bruns (et beiges), 
exercerait également un effet inhibiteur de la formation de pré-adipocytes blancs (Cristancho 
et Mitchell, 2011) (Figure 14). 
La différenciation des pré-adipocytes en adipocytes nécessite une inhibition de contact 
entre les cellules suivie d'une reprise d'un (ou de deux) cycle(s) de division afin de lancer le 
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Figure 1 4  : La voie de signalisation WNT canonique et non canonique dans l 'adipogenèse (Cristancho et 
Mitchell, 201 1) .  
Le ligand WNT l OB active le récepteur WNT canonique LRP5 ou LRP6 conduisant à une translocation de la P­
caténine dans le noyau. Une fois dans le noyau, la P-caténine entraîne le recrutement d'un complexe co­
activateur sur le facteur de transcription TCF menant à l 'expression des gènes WNT impliqués dans l ' inhibition 
de l 'adipogenèse et la survie des pré-adipocytes. Les fibroblastes embryonnaires murins qui n'expriment pas le 
récepteur WNT canonique, LRP6, sont également capables de se différencier en adipocytes. I l  est connu que la 
voie non canonique de signalisation contribue à l 'ostéogenèse dans les cellules souches mésenchymateuses. La 
translocation de la P-caténine est en revanche inhibée par la voie de signalisation non canonique dépendante du 
ligand WNT5B. Cette dernière inhibe la translocation de la P-caténine dans le noyau des pré-adipocytes 
(représentée par une flèche en pointillée). Au même titre que le ligand WNT l OB, le ligand WNT5A non 
canonique participe aussi à l ' inhibition de l 'adipogenèse et à la stimulation de l 'ostéogenèse mais diffère dans 
son mécanisme transcriptionnel. Celui-ci implique l'activation de SETDB l et la formation du complexe incluant 
CHD7, SETDB 1 et NLK. Il en résulte une inhibition de la transcription de gènes du métabolisme cibles de 
PP AR y dans la lignée cellulaire 3T3-L l .  
SETDB l : histone methyltransferase SET Domain Bifurcated I ;  CHD7 : Shromodomain Helicase DNA-binding; 
NLK : NEMO-like kinase; TCF : T-cell specific transcription factor. LRP : low-density lipoprotein receptor­
related protein. 
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Figure 1 5  : Effet du cocktail pro-adipogénique sur l'activation des facteurs de transcription et sur les 
modifications épigénétiques au cours de l 'adipogenèse (Ge, 2012). 
A. Un analogue de l 'AMPc présent dans le cocktail pro-adipogénique augmente la concentration en AMPc dans 
la cellule et active la PKA qui va activer (par phosphorylation) le facteur de transcription CREB (pCREB, forme 
active). pCREB agit notamment comme un activateur du facteur de transcription C/EBPl3. L' AMPc est 
également capable d'induire la différenciation via des voies de signalisation indépendantes de la PKA. En se 
liant au GR, la DEX induit l 'expression de facteurs de transcription impliqués dans la phase précoce de 
l 'adipogenèse comme C/EBPP, KLF4, Krox20 et C/EBPo. Ces facteurs de transcription sont essentiels pour 
l'expression de PPARy et de C/EBPa agissant à leur tour dans la phase tardive de l 'adipogenèse et le maintien de 
l'état différencié. L 'insuline possède une activité pro-adipogénique à travers l 'expression de SREBP l c  (non 
montré sur la figure). 
B. La méthylation de H3K4 et de H3K27 sont respectivement des marques activatrices et inhibitrices de 
l 'expression génique et interviennent dans la régulation du processus de différenciation. L'activité H3K27 
méthyltransférase de la sous-unité catalytique de PRC2, Ezh2, réprime constitutivement les gènes Wnt et P­
caténine associés à l ' inhibition de l 'adipogenèse, ce qui favorise la différenciation. Quant à PTIP, une protéine 
associée aux histones H3K4 méthyltransférases MLL3/MLL4 est impliquée dans l 'expression de PPARy et 
C/EBPa en augmentant la méthylation de la lysine 4 de ! 'histone 3 bien que le type de méthylation (mono, di ou 
tri) n'a pas encore été confirmé. 
AMPc : Adenosine rnonophosphate cyclic ; DEX : dexarnethasone ; C/EBP : CCAA TI enhancer-binding protein, 
pCREB : phosphorylated cAMP-response elernent-binding protein ; KLF4 : Krüppel-like factor 4 ; Krox 20 ou 
EGR2 : early growth response 2, PP AR y, Peroxisorne Proliferator- Activated Receptor -y ; GR : glucocorticoid 
receptor ; PKA : Protein Kinase A ; PTIP : Fax2 Transactivation domain Interaction Protein. SREBP l c : Sterol 
Regulatory Element Binding Protein-Jc ; PRC2 : Polycomb Repressive Complex 2; Ezh2 : Enhancer of Zeste 
Homolog 2. 
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Figure 1 6  : Modèle des 2 vagues de facteurs de transcription durant la phase terminale de l'adipogenèse 
(Lefterova et al., 2014). 
La première vague de facteurs de transcription induite par le cocktail pro-adipogénique est caractérisée par 
l 'activation et le recrutement des facteurs de transcription C/EBPP et C/EBPo, GR, ST ATSA et CREB au niveau de 
la chromatine. Parmi cette première vague de facteurs de transcription, C/EBPP semble jouer un rôle régulateur 
majeur dans le remodelage de la chromatine en début de différenciation puisque sa liaison aux hotspots du génome 
induit une configuration ouverte de la chromatine. C/EBPP est donc capable de se lier à des sites possédant une 
configuration d'hétérochromatine. I l  en résulte l 'expression d'une seconde vague de facteurs de transcription dont 
les principaux acteurs sont PP AR y et C/EBPa. Les facteurs de transcription de la deuxième vague contribuent à 
l ' instauration du programme adipogénique et participent également au remodelage de la chromatine pour la rendre 
accessible à d'autres facteurs de transcription. 
C/EBP : CCAA Tlenhancer-binding protein; GR : Glucocorticoid Receptor; ST AT5A : Signal Transducer and 
Activation of Transcription 5A ; CREB : cAMP-response element-binding protein; RXR : retinoid X receptor; 
PP AR y, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor -y. 
programme de différenciation terminale (Green et Meuth, 1974). Nous noterons que les 
acteurs protéiques impliqués dans la différenciation des adipocytes ont été majoritairement 
étudiés in vitro à l'aide du modèle de pré-adipocytes murins 3T3-L l (Green et Meuth, 1974; 
Lefterova et al., 2014). Un cocktail adipogénique composé de dexaméthasone, un analogue de 
l' AMPc non hydrolysable comme dibutyryl-AMPc ou une molécule augmentant la 
concentration en AMPc (3-isobutyl-1-methylxanthine : un inhibiteur de phosphodiestérase) et 
l'insuline sont nécessaires, in vitro, afin de stimuler la conversion des pré-adipocytes 3T3-Ll 
en adipocytes (Figure 1 5a) (Green et Kehinde, 1975). L' AMPc active la PK.A et entraine la 
répression de l'expression de Wntl 0B, le principal ligand WNT associé à l'inhibition de la 
différenciation (Fox et al., 2008). L'insuline induit l'expression du facteur de transcription 
ADDl /SREBPl participant à la régulation de la synthèse des lipides suite à l'induction de 
l'expression de la FAS (Fatty Acid Synthase). Les modifications post-traductionnelles (MPTs) 
comme la méthylation de l'H3K4 et de l'H3K27 jouent également un rôle dans la régulation 
du processus adipogénique (Figure 1 5b ). 
Les études portant sur la différenciation in vitro ont également permis d'éclaircir la 
dynamique des régulateurs transcriptionnels nécessaires à la différenciation terminale et ont 
permis d'établir un modèle comprenant deux vagues d'activation de facteurs de transcription 
(Figure 1 6). Suite à l'addition des facteurs pro-adipogéniques, C/EBP� semble jouer un rôle 
central dans le recrutement des facteurs de transcription aux hotspots du génome constituant 
ainsi la première vague des facteurs de transcription (Steger et al., 2010). Les « hotspots » 
représentent des régions génomiques occupées par de multiples facteurs de transcription dans 
un type cellulaire donné (Lefterova et al., 2014). L'expression de C/EBP� est médiée par la 
cascade JAK2 (Janus kinase 2)-STAT3, l'activation du facteur transcriptionnel CREB, et les 
facteurs KLF4 (Krüppel-like factor 4) et KROX20 (Cristancho et Mitchell, 2011). 
Membre de la seconde vague d'activation de facteurs de transcription, le récepteur 
nucléaire PP AR y est nécessaire et suffisant pour que la différenciation terminale se produise 
in vitro et in vivo. PPARy existe sous 2 isoformes, PPARyl et PPARy2, ce dernier étant 
exprimé spécifiquement dans les adipocytes (Tontonoz et al., 1994). PPARy coopère avec 
C/EBPa afin d'orchestrer le programme de différenciation, contrôlant l'expression de 
nombreux gènes marqueurs de l'adipogenèse de manière synergique comme Plinl 
(Perilipinl), Lpl (Lipoprotein Lipase), ou encore Acsll (Acy/ coenzyme A synthetase long­
chain family member 1 )  (Stahl Madsen et al., 2014). Ces deux facteurs de transcription se 
régulent également l'un l'autre dans un circuit de feedback-positif (Wu et al., 1999). Dans les 
promoteurs des gènes cibles de ces facteurs de transcription, il a été montré qu'entre 30 à 60 
% des régions contenant les sites de liaison de PPARy sont également occupées par C/EBPa 
(Schmidt et al., 20 1 1). Les sites de liaison de PPARy dans le génome d'adipocytes 3T3-Ll 
sont distribués dans les promoteurs proximaux (environ 10 %), les régions introniques et  dans 
les régions intergéniques distales (Lefterova et al., 20 1 4). La diminution de la viabilité 
cellulaire des adipocytes matures de souris suite à la délétion de PP AR y suggère que ce 
régulateur intervient, tout comme C/EBPa, dans le maintient de l'état différencié des 
adipocytes (Imai et al., 2004). 
En conclusion, l'adipogenèse, placée essentiellement sous le contrôle des facteurs de 
transcription comme PPARy et C/EBPs, permet d'aboutir à la formation d'adipocytes 
accumulant des TG/TAG et caractérisés par l'expression de nombreux marqueurs 
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Figure 1 7 : Induction catécholamine et natriurétique de la thermogenèse (Harms et Seale, 2013). 
La libération de catécholamine (Norépinéphrine (NE) : cercle vert foncé) par les neurones sympathiques induit 
une augmentation de l 'activité de la PKA suite à une élévation de la concentration en AMPc dépendante de 
l'activation de ! 'AC. La liaison du NP à son récepteur Npra active la GC, laquelle induit une augmentation de 
l 'activité de la PKG médiée par l 'élévation de la concentration en GMPc. L'activation de la PKA et de la PKG 
résulte en une activation de p38 MAPK qui phosphoryle à son tour PGC-l a  entrainant son activation. Ce dernier 
interagit alors avec des facteurs de transcription (TFx) et régule l 'expression de plusieurs gènes thermogéniques 
comme UCP-1 et son propre gène mettant en lumière le rôle considérable de PGC- l a  dans la régulation de la 
thermogenèse adaptative. L'activation d'Atf2 et de PGC- l a  mène à l 'expression du gène Pgc- l a. Les LCFAs 
formés par la Pla2 au niveau de la membrane mitochondriale interne active UCP-1 .  Quant aux acides gras libérés 
par la lipolyse après activation de PKA et de PKG, ils seront oxydés dans la mitochondrie et l'énergie sera 
libérée sous forme de chaleur à travers UCP- 1 .  L'augmentation de l'abondance du miR- 1 96a en réponse à la 
stimulation �-adrénergique augmente l 'expression de C/EBPa lequel participe également à la régulation post­
transcriptionnelle de la thermogenèse adaptative. Le contrôle de l 'expression du miR- 1 96a n'est pas encore 
élucidé. 
AR : Adrenergic Receptor; P: Phosphate; Gs : a G protein subunit; Atf2 : Activating transcriptionfactor-2; Npra 
: Natriuretic peptide receptor A ;  GC : Guanilyl Cyclase; AC : Adenylyl Cyclase; NP : Natriuetic Peptides ; 
PKA : Protein Kinase A ; PKG : Protein Kinase G ; Pla2 : Phospholipase A2 ; LCF A : Long Chain Fatty Acid ; 
p38 MAPK : p38 Mitogen-Activated Protein Kinase ; RXR : Retinoid X Receptors ; TF : Thyroid Receptor. 
CREB : cAMP- Response Element-Binding Protein ; PGC l a : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y 
Coactivator ]-alpha; Ucp l : Uncoupling protein l ;  FFA : free fatty acid; C/EBP : CCAA T/Enhancer­
BindingPprotein ; AMPc : Adenosine Monophosphate cyc/ic; GMPc : Guanosine Monophosphate cyclic. 
adipocytaires comme FABP (Fatty-Acid Binding Protein 4) ou FAT/CD36, un transporteur de 
lipides. 
1 .6 Tissu adipeux brun 
1 .6. 1 Localisation et morphologie 
Chez les mammifères, dont les rongeurs, la graisse brune classique est distribuée aux 
sites interscapulaires, axillaires, paravertébraux et/ou périrénaux (Frontini et Cinti, 2010) et 
est essentielle aux petits mammifères pour assurer la thermogenèse adaptative (Lidell et al., 
2013). Le dépôt interscapulaire est aussi retrouvé chez l'humain bien qu'il régresse avec l'âge 
(Lidell et al., 2013). Cependant, très récemment, la présence de tissu adipeux brun 
métaboliquement actif chez l'humain adulte a été démontrée à l'aide de la tomographie à 
émission de positron au 
1 8F-déoxyglucose (FDG PET), une technologie basée sur l'absorption 
d'un dérivé de glucose marqué par un isotope radioactif du fluore (F18) non métabolisable 
(Nedergaard et al. , 2007; Virtanen et al., 2009). Au niveau de la morphologie, les adipocytes 
bruns ont un diamètre plus petit que les adipocytes blancs et contiennent plusieurs vésicules 
lipidiques de petite dimension. L'importante abondance de mitochondries contenant des 
cytochromes riches en ions ferreux rouge-brunâtre est responsable de la couleur brune des 
adipocytes bruns. 
1 .6.2 Fonctions métaboliques 
La principale fonction du tissu adipeux brun consiste à dissiper l'énergie contenue 
dans les lipides sous forme de chaleur, un processus nommé thermogenèse adaptative (Bartel 
et al., 2011). Afin de remplir cette fonction, le tissu adipeux brun est caractérisé par une forte 
expression du gène codant pour UCP-1, une protéine résidant dans la membrane 
mitochondriale interne et représentant plus de 10 % des protéines mitochondriales de ces 
cellules (Fedorenko et al., 2012; Keipert et al., 2014). Du point de vue de la mécanistique du 
découplage médié par l'UCP-1, Fedorenko et ses collaborateurs suggèrent que les acides gras 
à longues chaînes (AGLC) libérés par lipolyse et par l'activité hydrolytique de la 
phospholipase A2 associée à la membrane mitochondriale interne, peuvent constituer le 
substrat de UCP-1 et sont importants pour le transport des protons H+ (de l'espace inter­
membranaire vers la matrice mitochondriale). C'est pourquoi, UCP-1 pourrait donc être 
considéré comme un symporter AGLC/H+ (Fedorenko et al., 2012) (Figure 17). En condition 
basale, l'activité d'UCP-1 est inhibée par les nucléosides puriques di et tri-phosphates 
(Shabalina et al., 20 1 0). 
Ayant une large capacité d'absorption et de métabolisation du glucose et des lipides, le 
tissu adipeux brun tend à normaliser l'hyperglycémie et l'hyperlipidémie comme l'attestent 
des études menées sur des modèles de souris diabétiques et souffrant de dyslipidémie (Bartel 
et al., 2011). En réponse à une exposition au froid (« cold-induced thermogenesis ») ou à un 
régime riche en graisses (« diet-induced thermogenesis »), la stimulation �-adrénergique des 
adipocytes bruns par les innervations sympathiques (le tissu adipeux brun est très innervé), 
régule la libération des acides gras (lipolyse) des vésicules lipidiques et active UCP-1. Le 
passage des protons de l'espace inter-membranaire par la protéine UCP-1, court-circuite la 
force « proton motrice » assurée par le passage de ces protons dans le complexe V (Fo-Fl 
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ATP synthase) (Parker et al., 2009). Ce découplage entre la respiration des équivalents 
réducteurs provenant de l'oxydation des substrats tels que les acides gras et la production 
d'ATP mène à la dissipation de l'énergie sous forme de chaleur (Figure 17) (Enerback, 
2010). 
1 .6.3 Adipogenèse des adipocytes bruns 
Le tissu adipeux brun dérive de précurseurs du mésoderme embryonnaire (jour 10,5 de 
l'embryogenèse) exprimant de façon transitoire MYF5+ et PAX7+ (Paired-box 7). Les 
adipocytes bruns semblent donc partager une origine commune avec les cellules musculaires 
squelettiques (Hondares et al., 20 1 1). Plusieurs facteurs de transcription agissent de concert 
pour conduire à la différenciation des adipocytes bruns comme PPARa, PPARy, FOXC2, 
SRCl et PRDM16 (Hondares et al., 2011). Dans ces cellules, PPARy est recruté par Ebf2 
(Early B cell factor 2), un facteur de transcription de type « hélice-boucle-hélice », pour 
activer l'expression de gènes menant à la transcription de PRDM16 (PR domain zinc finger 
protein 16), un complexe transcriptionnel majeur responsable du switch moléculaire vers le 
phénotype « adipocyte brun » au lieu du phénotype « cellule musculaire » (Seale et al. , 2008). 
De plus, comme déjà mentionné, en interagissant avec les co-répresseurs CtBPl et CtBP-2 
( C-terminal-binding protein-1 /-2), le complexe PRDM 16 est capable de réprimer l'expression 
de gènes spécifiques des adipocytes blancs (Kajimura et al., 2008). 
Ohno et ses collaborateurs ont récemment montré que l'invalidation de EHMTl 
(euchromatic histone-lysine N-methyltransferasel), membre du complexe PRDM16 dans les 
adipocytes bruns, cause une perte du phénotype caractéristique des graisses brunes et stimule 
la différenciation in vivo en cellules musculaires (Ohno et al., 2013). Le mécanisme sous­
jacent de EHMTl impliquerait une inactivation des promoteurs des gènes spécifiques de la 
myogenèse suite au contrôle de la di et tri-méthylation de la lysine 9 de l'histone 3 
(H3K9me2/3) (Ohno et al., 2013) révélant l'importance de facteurs épigénétiques au cours de 
la différenciation des adipocytes bruns. La fonction de PRDM1 6  est déterminante dans la 
différenciation des cellules en adipocytes bruns puisqu'en modulant l'activité de divers 
facteurs de transcription tels que PPARy, PPARa, C/EBPP et le co-activateur PGC-la, 
PRDM1 6  induit l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la thermogenèse comme 
UCP-1, DIO2 (type II iodothyronine deiodinase) et PGC- la, un co-activateur essentiel de la 
biogenèse mitochondriale (Figure 1 7) (Seale et al., 2011 ). 
1 .  7 Tissu adipeux beige 
1 .7.1 Localisation et morphologie 
Très récemment, il a été montré que des îlots d'adipocytes retrouvés au sein du tissu 
adipeux blanc, essentiellement au niveau du tissu adipeux blanc inguinal (Walden et al., 
2012), partagent la caractéristique de répondre à une augmentation de la concentration en 
AMPc en exprimant fortement le gène Ucp-1 (Wu et al., 2012). Cette caractéristique partagée 
avec les adipocytes bruns est à la base de la désignation d'adipocyte beige ( ou « brite » pour 

















Figure 1 8  : Régulation de la formation des adipocytes beiges (Harms et Seale, 20 13). 
Beige adipocyte 
Les adipocytes blancs du tissu adipeux inguinal (sous-cutané) peuvent se trans-différencier en adipocytes beiges sous 
l'effet de stimuli comme le froid ou la stimulation P-adrénergique par des agonistes P3-adrénergiques entraînant 
l'expression d'UCP- 1 .  Cette stimulation induit l'activation de PGC- l a, un régulateur déterminant dans la formation 
d'adipocytes beiges. Le facteur de transcription PGC- l a  est négativement régulé par plusieurs facteurs comme pRb, 
p l  07, Rip l 40 et LxR, lesquels sont indirectement impliqués dans la thermogenèse adaptative. Bien que le mécanisme 
ne soit pas encore complètement élucidé, l 'ajout d'agoniste de PPAR-y comme la TZD favorise la déacétylation de 
PP AR-y médiée par Sirt l .  Cette déacétylation permet, en autres, le recrutement et la stabilisation du complexe 
PRDM 1 6, un régulateur de la différenciation des cellules en adipocytes bruns. Dans le tissu adipeux blanc 
épididymal (intra-abdominal), les précurseurs Pdgfr-a + ont la capacité de se différencier en 2 types cellulaires selon 
le stimulus : le régime riche en graisses induit la formation d'adipocytes blancs à travers le régulateur PGC-l a  alors 
que les stimulateurs P-adrénergiques sont responsables du développement d'adipocytes beiges. 
TZD : Thiazolidinedione ; Ac : Acetylation ; PP AR y : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor l' ; Sirt 1 : Sirtuin 
1 ;  PRDM 1 6 : PR Domain Containing 16  ; Pdgfr-a+ : PlateletDerived Growth Factor Receptor-a; Pgc- la  : 
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y Coactivator ]-alpha ; pRb ou Rb l : Retinoblastoma 1 ;  p l 07 ou 
Rbl l : Retinoblastoma-Like 1 ;  RIP 1 40 ou Nrip l : Nuclear Receptor lnteracting Protein 1 ;  Lrx ou Nrl h3 : Nuclear 
receptor subfamily 1, group H, member 3 ; W AT : White Adipose Tissue. 
thermogénique distinct du brun au regard de sa signature d'expression génique (Wu et al., 
2012) et d'observations histologiques (Lidell et al. , 2013). 
Chez les rongeurs et les nouveaux-nés humains, le tissu adipeux beige est également 
observé dans la région supra-claviculaire. Entre la couche superficielle d'adipocytes blancs et 
le dépôt en profondeur d'adipocytes bruns de la nuque, se trouve un dépôt adipeux qui 
s'apparente phénotypiquement à du tissu adipeux beige (Figure 18) (Wu et al., 2012 ; Cypess 
et al., 2013). 
1 .7.2 Fonctions métaboliques 
Au moyen d'une mesure de la concentration en oxygène, il a été montré que les 
adipocytes beiges réalisent aussi la thermogenèse non frissonnante suite à l'expression 
d'UCP-1 (Keipert et Jastroch, 2014). L'expression de PRDM16, caractéristique des 
adipocytes bruns et beiges, a été associée à l'amélioration de la tolérance au glucose et à 
contrecarrer la prise de poids en réponse à un régime riche en graisses (Seale et al., 2011). En 
revanche, Harms et Seale considèrent surestimée l'amélioration de la tolérance au glucose 
accordée à l'activité des adipocytes beiges. De plus, ils spéculent une modulation sur l'action 
de l'insuline à travers un mécanisme non thermogénique mais plutôt dépendant d'un 
sécrétome d'adipokines modifié par rapport aux adipocytes blancs (Harms et Seale, 2013). 
Cependant, à l'heure actuelle, il n'a pas encore été démontré que les adipocytes bruns et 
beiges possèdent des fonctions métaboliques distinctes (Rosenwald et Wolfrum, 2014). 
1 .7.3 Adipogenèse 
L'origine des adipocytes beiges est encore fortement débattue dans la littérature. 
Premièrement, plusieurs études suggèrent que les adipocytes beiges ont la même origine que 
les adipocytes blancs, c'est-à-dire la lignée MYFS- (Timmons et al., 2007). Deuxièmement, 
plusieurs études in vivo et in vitro ont montré que les adipocytes beiges pouvaient également 
provenir de précurseurs exprimant PDG FR-a+ (Alpha-type Platelet-Derived Growth Factor 
Receptor) « bipotentiels » (Lee et al., 2012 ; Wang et al., 2013) (Figure 18), cellules capables 
de produire des adipocytes beiges et blancs ou encore provenir de précurseurs au destin 
cellulaire uniquement restreint à devenir un adipocyte beige (Wu et al. , 2012). 
Ajoutons encore qu'un phénomène de trans-différenciation pourrait également être à 
l'origine de la conversion des adipocytes blancs en adipocytes beiges suite à une stimulation 
P-adrénergique (Barbatelli et al., 2010). Cette hypothèse est soutenue par le fait qu'in vitro, un 
traitement chronique avec un agoniste de PP AR y (rosiglitazone) d'une culture d' adipocytes 
épididymals primaires (Petrovic et al. , 2010) conduit à l'apparition d'adipocytes beiges, un 
phénomène de trans-différenciation qui dépendrait du régulateur PRDM16 (Figure 18) (Ohno 
et al., 2013). Ce phénomène de trans-différenciation a été soutenu récemment par une étude 
de traçage de lignées cellulaires dans la souris transgénique (Ucpl CreER X ROSA26-tdRFP) 
qui démontre une possible inter-conversion bidirectionnelle entre les adipocytes blancs et 
beiges en réponse au changement de température, ce qui témoignerait d'un rôle physiologique 
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Figure 1 9  : Le complexe de la chaîne respiratoire dans la membrane mitochondriale interne et le 
découplage mitochondrial (Jastroch et al., 2013). 
Dans la mitochondrie, un gradient de proton H+ est formé de part et d'autre de la membrane mitochondriale 
interne (IMM) par les complexes de la chaîne respiratoire. La chaîne respiratoire est composée du complexe I (I), 
complexe II (II), ubiquinone (Q), complexe III (III), le cytochrome C (C), complexe IV (IV) et le complexe V 
nommé Fo-F l ATP synthase. Cette chaîne respiratoire utilise l'énergie stockée dans des équivalents réducteurs 
fournie à partir du catabolisme des acides gras, des acides aminés et du glucose. La force proton motrice générée 
par le gradient de protons peut être utilisée par l 'ATP synthase pour la synthèse d' ATP (1 ), être perdue suite à 
une fuite de protons non régulée à travers la membrane mitochondriale interne (2), ou être régulée par des 
canaux protéiques (UCP ou ANT) (3). Le découplage chimique est représenté en 4 avec les ions H+ qui se lient 
au protonophore (FA) qui, doté de propriété lipophile, est capable de transporter les ions H+ dans la matrice 
mitochondriale en traversant la membrane mitochondriale interne. 
IMS : Infern Membrane Space ; UCP/ANT : Uncoupling Protein/Adenine Nucleotid Translocase. 
1 .8 Traitements contre l'obésité 
Plusieurs préventions et traitements contre l'installation de l'obésité existent comme le 
suivi d'un régime alimentaire contrôlé pauvre en lipides et en hydrates de carbone et des 
thérapies médicales comprenant des interventions chirurgicales et médicamenteuses (Kaplan, 
2005). La chirurgie bariatrique, réservée aux cas d'obésité morbide, bien que très efficace, 
entraine souvent des effets secondaires comme la gastroparésie, un trouble de la vidange 
gastrique (Tarakji et al., 2007). A l'heure actuelle, seuls 3 médicaments ont été autorisés par 
la FDA (Food and Drug Administration) visant soit à diminuer l'appétit en agissant sur le 
centre de la satiété cérébral comme la sibutramine (retirée du marché en 2010) ou la 
phentermine (Garvey et al., 2012), soit en diminuant l'absorption intestinale comme l'orlistat 
(Sumithran et Proietto, 2014). Néanmoins, l'efficacité de ces traitements est limitée à long 
terme (Tseng et al., 2010). Un autre traitement a été proposé récemment basé sur l'action de 
l'acétate au niveau de l'hypothalamus (Frost et al., 2014). Cette molécule est principalement 
formée dans le gros intestin à partir des fibres alimentaires, en particulier l'inuline. Le suivi de 
l'incorporation d'acétate par tomographie à émission de positrons révèle que l'acétate stimule 
principalement les neurones sécrétant la pro-opiomélanocortine (POMC) et conduit à la 
suppression de l'appétit (Frost et al., 2014). 
Toutes ces approches thérapeutiques visent donc essentiellement à réduire la prise et 
l'absorption de calories (Tseng et al., 20 1 0). Cependant, il pourrait exister d'autres méthodes 
de traitement. Dans le prochain paragraphe nous allons i llustrer comment il est théoriquement 
possible de combattre l'obésité en augmentant les dépenses énergétiques cellulaires, 
notamment en stimulant le découplage mitochondrial. 
1 .8.1 Découplage mitochondrial dans les adipocytes du tissu adipeux blanc 
Plusieurs arguments suggèrent que l'inhibition de la production d'ATP par les 
mitochondries (par induction d'un découplage mitochondrial) pourrait être utilisée en tant que 
nouvelle alternative aux traitements actuels contre l'obésité (Tseng et al., 2010). Le 
découplage mitochondrial représente la fuite de proton (H+) de l'espace inter-membranaire 
vers la matrice mitochondriale, sans passage par le complexe V (Fo-Fl ATP synthase) 
prévenant ainsi la production d'ATP (Figure 19) .  Ce processus endogène peut soit 
correspondre à une fuite de protons dite « basale » causée par l'augmentation de la 
perméabilité de la membrane mitochondriale interne soit être physiologiquement régulé et 
catalysé par la protéine de découplage UCP-1 spécifiquement exprimée dans le tissu adipeux 
brun (Parker et al., 2009). L'effet résultant du découplage mitochondrial est une stimulation 
de l'activité de la chaîne respiratoire (accompagnée d'une augmentation de la consommation 
d'oxygène) sans production d'ATP, favorisant la diminution de l 'adiposité suite à une 
stimulation de la P-oxydation des acides gras dans les adipocytes bruns (Vergnes et al., 2011). 
Ainsi, augmenter l'activité d'UCP-1 par des agonistes ou « mimer » le découplage 
mitochondrial par l'intermédiaire d'agents pharmacologiques dans les adipocytes blancs 
visant à limiter l'accumulation de TG/TAG dans ces cellules et à libérer des acides gras (suite 
à l'activation de la lipolyse) qui seront P-oxydés dans d'autres types cellulaires comme les 
cellules musculaires et les adipocytes bruns pourrait s'avérer être une approche thérapeutique 
intéressante contre l'obésité et les maladies associées (Feldmann et al., 2009; Yoneshiro et al., 
2013). 
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Rappelons que dans les années 30 déjà, le 2,4-dinitrophénol (DNP : un protonophore) 
avait déjà été utilisé en tant qu'agent de découplage pharmacologique dans le but de traiter 
l'obésité. Cependant, bien que très efficace, ses effets secondaires dangereux incluant 
l'hyperthermie conduisant à la mort essentiellement causés par son surdosage et son manque 
de sélectivité ont rendu son utilisation prohibée (Harper et al., 2001). Entre temps, deux autres 
molécules de découplage ont été mises au point : le FCCP ( carbonyl cyanide p­
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone) et le CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenyl 
hydrazone) (Jastroch et al., 2013). 
Les effets d'un découplage mitochondrial dans les adipocytes blancs ont déjà été bien 
étudiés tant in vitro (Orci et al., 2004 ; Tiraby et al., 2003) qu'in vivo (Kopecky et al., 1995). 
En effet, des souris transgéniques exprimant UCP-1 dans le tissu adipeux blanc (transgène 
placé sous le contrôle du promoteur du gène aP2/F ABP4 contrôlant spécifiquement 
l'expression de la protéine « fatty acid binding protein 4 » dans les adipocytes blancs) (Seale 
et al., 2011) présentent un phénotype caractérisé par une diminution de la masse corporelle et 
une diminution de l'abondance du tissu adipeux sous-cutané en condition normophagique 
(Kopecky et al., 1995). In vitro, la sur-expression de l'UCP-1 dans des adipocytes blancs 
différenciés à partir de pré-adipocytes murins 3T3-Ll réduit de 30 % l'accumulation des 
lipides. Un phénotype expliqué par une diminution de la synthèse des acides gras plutôt que 
par une activation de la B-oxydation des acides gras (Si et al., 2007). Ces résultats sont 
comparables à ceux obtenus dans notre laboratoire dans une étude testant l'effet d'un 
découplage mitochondrial modéré et chronique à l'aide de FCCP sur les 3T3-Ll (Tejerina et 
al., 2009). Si et ses collaborateurs suggèrent d'ailleurs que le découplage chimique médié par 
le FCCP conduit à des changements de flux métaboliques comparables à ceux observés par la 
sur-expression d'UCP-1, modifications qui impliquent une redirection du catabolisme du 
carbone par la glycolyse, une production de lactate et une diminution de la synthèse de lipides 
(Si et al., 2009). 
De plus, le découplage mitochondrial induit dans les adipocytes 3T3-Ll une 
diminution de l'expression d'enzymes impliquées directement ou indirectement dans le 
métabolisme des lipides comme l' ACL (ATP-citrate lyase), une enzyme cytosolique qui 
catalyse la transformation du citrate originaire de la mitochondrie en acétyl-CoA lequel est 
utilisé pour la biosynthèse des lipides, du cholestérol et les réactions d'acétylation 
(Hatzivassiliou et al., 2005; Si et al., 2009). 
Nous venons de voir dans cette introduction que le programme de différenciation des 
pré-adipocytes en adipocytes nécessite l'activation de plusieurs voies de signalisation et 
l'activation de différents facteurs de transcription. De plus, le laboratoire d'accueil travaille 
depuis près de 10 ans sur le découplage mitochondrial dans les adipocytes et de nombreuses 
données ont montré que le découplage mitochondrial conduit à modifier l'expression génique, 
notamment de plusieurs adipokines, dans les adipocytes et induit une certaine 
« dédifférenciation » des adipocytes caractérisée par une perte partielle du contenu en 
TG/TAG (Tejerina et al., 2009 ; A. De Pauw, thèse de doctorat, 2010). Conscient de 
l'importance des changements épigénétiques et du remodelage de la chromatine dans le 
contrôle de l'expression génique et à la vue des développements récents reliant le 
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Figure 20 : Les 5 principales 
étapes du stade précoce de la 
transcription par I' ARN pot 
II chez les eucaryotes (Michel 
et Cramer, 2013). 
L'axe horizontal représente la 
progression de la transcription 
au stade précoce alors que 
l 'axe vertical correspond à 
l 'énergie requise à chacune des 
transitions du stade précoce de 
la transcription. Les 5 étapes 
intermédiaires sont de (haut en 
bas) : le recrutement de ! 'ARN 
pol II au promoteur, l 'ouverture du complexe de pré-initiation par déshybridation de l '  ADN. Le démarrage de la 
transcription ou transcription abortive, la pause de l '  ARN pol II et l 'élongation de la transcription proprement 
dite. Des régulateurs transcriptionnels peuvent augmenter ou diminuer le niveau d'énergie des transitions (zone 
rose) et conduisent à une activation ou une répression de la transcription respectivement. Ainsi, la diminution du 
niveau d'énergie de chaque transition du stade précoce de la transcription mène à un niveau d'expression plus 
élevé. 
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Figure 21 : Composants du complexe de pré-initiation de l' ARN pot II (Larivière et al., 2012). 
Le pont entre l 'activateur (Act), lié aux éléments de régulation de ! 'ADN et la machinerie générale de l 'ARN pol 
II est assuré par le médiateur (Mediator). Le large complexe médiateur est requis pour la transcription de la 
plupart des gènes codant pour des protéines. La machinerie générale comprend l 'ARN pol II et de nombreux 
facteurs de transcription généraux comme TFIIA, TFIIB, TFIID/TBP, TFIIE, TFIIF et TFIIH ainsi que le facteur 
TFIIS.  Le site d'initiation de la transcription est symbolisé par une flèche noire. Le médiateur est divisé en 4 
modules : la tête, le milieu, la queue (respectivement en bleu, vert et mauve). La kinase (en orange) influence 
l'interaction entre le médiateur et ! 'ARN pol II au site d' initiation de la transcription. Les sous-unités qui sont 
uniquement présentes chez les eucaryotes supérieurs sont indiquées au moyen d'un astérisque. RE : DNA 
Response Element ; TBP : TA TA-Box Binding Protein, TF : Transcription Factor ; Cdk : Cycline Dependant 
Kinase, pol II : polymerase JI. Act : Activa/ors ; CycC : Cyclin C. 
question de savoir si les changements d'expression de certains gènes codant pour des 
adipokines observés dans les adipocytes en réponse au découplage mitochondrial ne 
pouvaient pas être associés à des modifications épigénétiques touchant l 'ADN dans les 
promoteurs de ces gènes. Nous allons donc maintenant poursuivre et terminer cette 
introduction en développant certains aspects liés à l'épigénétique et au remodelage de la 
chromatine en nous focalisant sur les avancées principales dans le domaine du métabolisme et 
de l'épigénétique obtenues pour le tissu adipeux et les adipocytes. 
1 .9 Epigénétique 
1 .9.1 Mécanismes moléculaires contrôlant la transcription 
La cellule a besoin d'une modulation spatio-temporelle de son expression génique afin 
de réguler les différents processus comme la différenciation cellulaire, les fonctions 
métaboliques ou encore le maintien de la viabilité cellulaire. Une multitude d'acteurs 
protéiques est utilisée à cette fin. Les organismes modèles Saccharomyces cerevisiae et 
Schizosaccharomyces pombe ont énormément contribué aux connaissances actuelles en 
matière de régulation de la transcription (Cheung et Cramer, 2013). 
Chez les eucaryotes, les gènes sont transcrits en ARNm par l'ARN polymérase II 
(ARN pol II) dont le cycle de transcription est divisé en 3 étapes majeures : l'initiation, 
l'élongation et la terminaison (Egloff et Murphy, 2008). La phase d'initiation est caractérisée 
par 5 stades intermédiaires (Figure 20). D'abord, l 'ARN pol II est recrutée au niveau du 
promoteur du gène et s'assemble sous forme de complexe d'initiation grâce à plusieurs 
facteurs de transcription (TF) tels que TFIID (lequel contient notamment les protéines TBP 
(TATA-box binding protein), TFIIB, TFIIE, TFIIF et TFIIl-I) (Figure 21 )  (Cheung et Cramer, 
2013). La déshybridation de l' ADN par le complexe formé au niveau du promoteur 
correspond au 2ème stade intermédiaire de l'initiation, considéré depuis peu comme un stade 
critique et limitant dans la régulation de la transcription (Kouzine et al., 2013). Au cours du 
3ème stade intermédiaire nommé transcription abortive, l' ARN pol II « pattine » et transcrit des 
petits ARNs (Pal et Luse, 2002). Après sa libération du promoteur (4ème stade), l'ARN pol II 
fait une pause puis s'engage dans l'élongation de la transcription (Michel et Cramer, 2013). 
L'élongation de la transcription peut également être modulée par les facteurs d'élongation 
TFIIS et Spt4/5 (Rudd et al., 1994 ;Werner, 2012). Il est intéressant de signaler que 
l'élongation procédée par l'ARN pol II est rapide, entre 1 à 4 kb par minute (Ardehali et Lis, 
2009). Un grand nombre de facteurs sont ensuite impliqués dans la terminaison de la 
transcription dont les 2 principales voies les mieux caractérisées sont dépendantes du signal 
poly(A) et de Senl (Kuehner et al., 2011 ). La dynamique de la transcription génique est aussi 
fortement influencée par des MPTs de la queue CTD ( Carboxy-terminal do main) de l 'ARN 
pol II servant de plateforme pour de nombreux facteurs et modulateurs de l'état de la 
chromatine (pour une revue récente sur le code CTD de l' ARN pol II : Drogat et Hermand, 
2012). Pour que ces évènements puissent se produire, il faut une configuration de la 
chromatine et un état de l' ADN qui soient compatibles avec ces nombreuses interactions 
« protéine-ADN », configuration et état qui sont contrôlés par l'épigénétique et le remodelage 
de la chromatine. 
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Figure 22 : Relation générale entre la distribution des sites CpG au sein de la chromatine et l'expression 
des gènes (Jones, 201 2). 
Chez l 'homme, le site d'initiation de la transcription du promoteur des gènes est pauvre en nucléosomes et la 
méthylation de novo y est peu fréquente. Les TETs sont souvent associées au TSS contenant une région riche en 
CpG et participent à leur déméthylation en convertissant les 5mC en 5hmC, raison pour laquelle ces îlots CpG 
sont qualifiés de « résistants à la méthylation ». Les histones et leurs MPTs semblent aussi jouer un rôle 
important dans le recrutement local et l 'activité des DNMTs. Au niveau du promoteur, la tri-méthylation de la 
lysine 4 de l 'histone 3 (H3K4me3), symbolisée par un cercle orange, est associée à l 'activation de l 'expression 
génique. La présence de l 'histone H2A.Z s 'oppose à l 'action des DNMTs. Les enhancers, quant à eux, possèdent 
un degré variable de méthylation régulé à la fois par les DNMTs et les enzymes TETs. Les bords des enhancers 
sont caractérisés par la présence de la signature H3K4me l (cercle jaune) et de ! 'histone H2A.Z. En amont des 
enhancers se trouvent des séquences nommées insulateurs, connues pour être occupées par la protéine CTCF. 
Cette interaction entre l ' insulateur et la protéine CTCF peut contrôler l ' interaction entre l'enhancer et le 
promoteur et par conséquent la stabilité de la machinerie de transcription. La méthylation des insulateurs peut 
bloquer la liaison du facteur CTCF bien que la liaison de CTCF en présence de 5-méthylcytosine a déjà été 
observée. Dans certains cas, il semble même que la liaison du facteur CTCF puisse induire une déméthylation 
locale des insulateurs. La méthylation au sein du gène, quant à elle, est induite par les de novo DNMTs et son 
influence sur l 'épissage de l 'ARNm a déjà été décrite. 
TET : Ten Eleven Translocation ; TSS : Transcription Starting Site ; CTCF : CCCTC-binding factor; 5mC : 5 
methyl cytosine; NDR : Nucleosome Depleted Region; LMR : Low-Methylated Region ; DNMT : DNA 
Methyltransferase. 
1 .9.2 Mécanisme épigénétique et remodelage de la chromatine 
1 .9.2.1 Méthylation de l' ADN 
La méthylation (qui résulte souvent d'un équilibre entre la méthylation et la 
déméthylation d'un nucléotide cible) à la position 5 de la cytosine (5-méthylcytosine, 5mC) 
au niveau d'un dinucléotide CG palindromique (CpG) constitue une marque épigénétique 
conservée dans la plupart des plantes, des animaux et des champignons (Law et Jacobsen, 
2010). La méthylation de l 'ADN peut être retrouvée au niveau du promoteur, des enhancers 
ou même à l 'intérieur du gène. Environ 10 % des sites CpG sont regroupés dans le génome en 
régions denses, nommées îlots CpG. La notion d'îlot CpG est définie par un ratio entre le 
nombre de sites CpG observés/CpG attendus qui doit être supérieur à 0,65 (Takai et Jones, 
2004 ; Saxonov et Berg, 2006). Les îlots CpG qui demeurent à l'état hypométhylé sont 
principalement localisés au niveau du site d'initiation de la transcription (TSS) des gènes à 
expression constitutive dit « de ménage ou de maintenance » (house keeping gene) et des 
gènes impliqués dans le développement (Deaton et Bird, 2011) (Figure 22). A l'inverse, les 
îlots CpG hyperméthylés sont généralement (mais pas toujours) associés à la répression de 
l'expression à long terme comme la plupart des gènes localisés sur le chromosome X inactif 
(Jones, 2012). La méthylation de l' ADN est généralement accompagnée de MPTs d'histones 
comme H3K9me2 ou H3K9me3. Des protéines comme l'EHMT2 (connus sous le nom de 
G9a) peuvent aussi recruter les DNMT3 résultant en une augmentation de la méthylation et à 
la répression de gènes pluripotents (Yamamizu et al., 2012). En revanche, la méthylation au 
sein d'un gène a déjà été rapportée comme une marque activatrice de la transcription 
(Hellman et Chess, 2007) ou associée au contrôle de l'épissage de l' ARN pré-messager 
(Laurent et al., 2010). En effet, ces auteurs proposent que la méthylation de l'ADN au niveau 
de l'exon 5 du gène codant pour CD45, une tyrosine phosphatase active sur des 
protéines/récepteurs transmembranaires, inhibe la liaison du facteur de transcription CTCF 
(CCCTC-binding factor) impliqué dans la pause de la transcription dépendante de l'ARN pol 
II. Le changement de dynamique de la transcription résultant devrait donc être défavorable au 
recrutement du « spliceosome » et conduire à l'inclusion de l'exon 5 dans le transcrit du gène 
(Shukla et al., 2011). 
Il existe 2 grands types de méthylation de l 'ADN : les méthylations de sites au 
préalable non méthylés ou méthylation « de nova » et l'entretien de la méthylation de sites 
déjà méthylés ou méthylation dite de « maintenance ». Ces méthylations sont catalysées par 
des enzymes, les enzymes DNMTs (DNA methyltransferases). Parmi ces enzymes, DNMTl 
catalyse la méthylation de « maintenance » alors que DNMT3a et DNMT3b catalysent la 
méthylation « de nova », laquelle se déroule principalement entre le stade de blastocyste et le 
stade de l 'épiblaste (70 % des sites CpG sont alors méthylés) établissant ainsi le pattern de 
méthylation somatique durant l'embryogenèse précoce (Okano et al. , 1999). En accord avec 
leur fonction de méthylation de nova, il a été montré que les DNMT3a et DNMT3b 
s'associent aux brins d'ADN nouvellement synthétisés dans une des 2 cellules filles lors de la 
mitose. Ce mécanisme désigné comme « la ségrégation d'ADN non aléatoire » permettrait de 
faciliter les changements épigénétiques dans une des 2 cellules filles assurant sa 
différenciation future (Elabd et al. , 2013). Les DNMT3 ne semblent pas avoir la capacité de 
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Figure 23 : Domaines et réactions catalysées par les enzymes de la machinerie de (dé)méthylation de novo 
et de maintenance chez les mammifères (Wu et Zhang, 2014). 
a) La méthylation de l '  ADN est catalysée par les DNMTs qui utilisent le SAM comme substrat menant à la 
production de SAH et à la méthylation de la cytosine (5mC). Les enzymes TETs induisent successivement des 
réactions d'oxygénation de la 5mC pour générer la 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), la 5-formylcytosine (5fC) 
et la 5-carboxycytosine (5caC). 
b) Chez les plantes, la glycosylase bifonctionnelle de la famille de DME/ROS l clive le lien N-glycosidique qui 
lie la base azotée au pentose phosphate générant un site dit abasique (apurinique et apyrimidique). Un trou est 
ensuite formé dans ! 'ADN suite à l'activité AP lyase de DME/ROS l .  Le groupe phosphate en position 3 '  du 
sucre est ensuite clivé par une activité AP endonucléase. Le retrait du nucléotide est ensuite comblé par un autre 
nucléotide dans une réaction catalysée par l '  ADN polymérase et une activité ligase. Chez les mammifères, la 
cytosine modifiée (5fC ou 5caC) est excisée par l 'enzyme TDG, une DNA glycosylase monofonctionnelle. Suite 
à l 'absence du caractère bifonctionnel, l 'activité AP lyase doit provenir d'une autre enzyme encore non identifiée 
pour obtenir un retrait complet d'un nucléotide de ! 'ADN et permettre l 'action de BER (base excision repair), la 
machinerie de réparation de l' ADN. 
DNMT : DNA Methyltransferase; TET : Ten Eleven Translocation; DME/ROS I : Demeter/Repressor Of 
Silencing 1 ;  BER : Base Excision Repair; TDG : Thymine DNA Glycosylase. SAM : S-Adenosyl Methionine ; 
SAH : S-Adenosyl Homocysteine. a-KG : a.-ketoglutarate; C : cytosine. 
par des MPTs. Alors que l'on pensait que la sumoylation constituait la seule MPT des 
DNMT3 (Ling et al., 2004 ; Kang et al., 2001), la phosphorylation du domaine PWWP (Pro­
Trp-Trp-Pro) de la DNMT3a a récemment été rapportée comme une MPT inversement 
corrélée à l'activité de la DNMT3a (Deplus et al., 2014). La sumoylation, quant à elle, 
s'oppose à l'interaction entre la DNMT3 et les histones déacétylases ce qui diminue la 
capacité de la DNMT3a à induire une répression transcriptionnelle (Ling et al., 2004). Au­
delà des MPTs, l'état de la chromatine, en tant que « substrat » des DNMT3, joue également 
un rôle important dans le ciblage de ces DNMTs au niveau du site à méthyler. Ainsi, Ooi et 
ses collaborateurs ont montré que la DNMT3L, un co-facteur de DNMT3a, reconnait la lysine 
4 non méthylée de l'histone 3 (H3K4) comme un signal pour diriger et adresser la DNMT3a 
au site à marquer de la méthylation (Ooi et al., 2007). 
La méthylation de « maintenance », quant à elle, est assurée par la DNMTl (DNA 
methyltransferase 1 )  dont le co-facteur, UHRFl (ubiquitin-like plant homeodomain and RING 
finger domain 1 )  (Bostick et al. , 2007), permet à la machinerie de maintenance 
DNMTl /UHRFl de reconnaître les sites hémiméthylés et de restaurer le pattern de 
méthylation du brin d'ADN fils durant la mitose (Sharif et al., 2007). La DNMTl est 
exprimée durant la phase S du cycle cellulaire, un profil d'expression compatible avec la 
fonction de maintenance de la méthylation de l' ADN (Robertson et al., 2000 ; Kishikawa et 
al., 2003). Au niveau structural, la DNMTl possède un domaine zinc nommé C:XXC, un 
domaine très fréquemment retrouvé dans les protéines associées à la chromatine et 
responsable de la reconnaissance des séquences riches en CpG non modifié. Il est cependant 
important de souligner que la DNMT3a et la DNMT3b peuvent aussi participer à la 
méthylation de maintenance (Jones et Liang, 2009). De plus, il est important de signaler que 
le maintien de la viabilité embryonnaire et néonatale requiert la présence des 3 DNMTs (Li et 
al., 1992). 
La méthylation de l' ADN repose sur un équilibre dynamique entre la méthylation et la 
déméthylation impliquant plusieurs ADN déméthylases dont les enzymes TET (Ten-Eleven 
Translocation) (Tahiliani et al., 2009), AID (Activation-Induced cytidine Deaminase) 
(Bhutani et al., 2010) et TDG (thymine DNA glycosylase) (Figure 23) (Cotellino et al., 20 11). 
Dans ce document, nous n'aborderons que le rôle des enzymes TETs dont le rôle de 
déméthylation de l 'ADN a récemment été investigué dans le cadre de l' adipogenèse des 
adipocytes 3T3-Ll (Fujiki et al. , 2014). Le lecteur intéressé par les fonctions de AIDs ou 
TDGs pourra cependant consulter cette revue récente (Kohli et Zhang, 2013). 
Une vague de déméthylation est observée lors de la spécification des cellules 
germinales et durant l'embryogenèse pré-implantatoire, deux stades du développement 
important en terme de modulation de l'état de méthylation de l'ADN. Chez les mammifères, 
les 3 enzymes TET, TETl ,  TET2 et TET3 font partie de la famille des dioxygénases 
dépendantes d'ions Fe2+ et d'oxoglutarate (Loenarz et al., 2011). Ces enzymes TETs 
catalysent successivement l'oxydation des 5mC en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), 5-
formylcytosine (5fC) et 5-carboxycytosine (5caC) (Tahiliani et al., 2009) (Figure 23) . 
Bien qu'il soit admis que la marque 5hmC mène à l'inhibition du recrutement des 
protéines MBD (Methyl CpG-binding protein) associées à la répression transcriptionnelle 
(Valinluck et al., 2004), on sait maintenant que MECP2, une protéine MBD, peut reconnaître 
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tant les 5mC que les 5hmC, soulignant la complexité de l ' effet de l 'hydroxyméthylation sur le 
contrôle de l ' expression génique (Mellen et al., 20 1 2) .  
Au même titre que les DNMT l ,  TETl et TET3 sont caractérisées par la présence d'un 
domaine CXXC (NH2-terminal) impliqué dans la reconnaissance des sites CpG non modifiés 
in vitro (Long et al., 20 1 3) .  A contrario, des analyses biochimiques indiquent que TETl peut 
avoir pour cible des cytosines méthylées (Xu et al . ,  20 1 1 ) alors que TET3 pourrait reconnaître 
des sites non-méthylés non restreints au dinucléotide CpG (Xu et al . ,  20 1 2) .  
Au niveau mécanistique, les enzymes TETs interviennent dans la  déméthylation de 
l '  ADN par plusieurs procédés actifs ou passifs comme celui de la déméthylation passive 
dépendant de la réplication. Bien que l ' efficacité de reconnaissance du site CpG 
hémihydroxyméthylé par UHRF l soit encore controversée (Frauer et al. , 201 1 ; Hashimoto et 
al., 20 1 2), il a clairement été établi in vitro que l 'activité de la DNMT l diminue (jusqu'à 60 
%) une fois que le site CpG méthylé est hydroxylé par les enzymes TET (Hashimoto et al. ,  
20 1 2). Ce résultat révèle un probable blocage de la méthylation de maintenance médiée par 
l 'hydroxylation et une dilution de la base 5mC oxydée suite aux divisions cellulaires. Il est 
important de signaler que les DNMT3a/3b conservent leur activité méthyltransférase que le 
site CpG soit hémiméthylé ou hémihydroxyméthylé (Hashimoto et al., 20 1 2) . 
Parmi les procédés de déméthylation actifs, la réparation de l ' excision d'une base a été 
amplement étudiée. En effet, le mismatch 5fC:G et 5caC:G est reconnu et excisé par l 'enzyme 
TDG, l 'excision est ensuite réparée par la machinerie BER (base excision repair) avec une 
cytosine non modifiée (Zhu, 2009) (Figure 23). La décarboxylation de 5caC constitue le 
deuxième procédé de déméthylation actif bien que le mécanisme catalytique en jeu reste à 
identifier (Schiesser et al., 20 1 2) .  De plus, une étude récente étend les procédés actifs de 
déméthylation aux « de nova DNMTs » en montrant que ces dernières possèdent aussi une 
activité 5-déhydroxyméthylase en conditions oxydantes (Chen et al., 20 1 2) .  
1 .9.2.2 Remodelage de la chromatine et modifications post-traductionnelles des 
histones 
Bien que nous n 'aborderons pas l 'aspect du remodelage de la chromatine dans la partie 
expérimentale de ce travail, nous allons poursuivre cette introduction en donnant quelques 
considérations générales sur l ' importance de ces changements dans le contrôle de l 'expression 
de gènes. 
Dans les cellules eucaryotes, l' ADN est présent sous la forme de chromatine dont 
l 'unité de base correspond au nucléosome, lequel est composé d'un octamère d'histones 
(H2A, H2B, H3 et H4) enroulé par l 'ADN génomique (ADNg) sur 1 47 paires de base. La 
chromatine possède 2 rôles principaux : la compaction de l' ADN au sein du noyau cellulaire 
(jusqu'à  20.000 fois) et la régulation de l 'expression génique (Zentner et Henikoff, 20 1 3) .  La 
régulation dynamique de la composition des nucléosomes est à la base de la régulation 
génétique et inclut le remplacement des histones par des variants d'histones (Talbert et 
Henikoff, 20 1 0), les MPTs (Zentner et Henikoff, 20 1 3) et le turnover des histones par des 
enzymes de remodelage dépendantes de l 'ATP (Hargreaves et Crabtree, 20 1 1 ) .  Dans ce 
paragraphe, seules les MPTs présentes sur la queue N-terminale des histones, plus accessibles 
aux enzymes de modification, seront abordées. En effet, l 'approche de ChIP on Chip a permis 
d' identifier différentes MPTs dont les mieux caractérisées à ce jour sont l 'acétylation, la 
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Chromatin Modifications Residues Modified Functions Regulated 
Acetylation K-ac Transcription, Repair, Replication, Condensation 
Methylation Oysines) K-me1 K-me2 K-me3 Transcription, Repair 
Methylation (arginines) R-me1 R-me2a R-me2s Transcription 
Phosphorylation S-ph T-ph Transcription, Repair, Condensation 
Ubiquitylation K-ub Transcription, Repair 
Sumoylation K-su Transcription 
ADP ribosylation E-ar Transcription 
Deimination R >  Cit Transcription 
Proline lsomerization P-cis > P-trans Transcription 
Tableau 1 : Principales modifications post-traductionnelles des histones et fonctions associées 
(Kouzarides, 2007). 
Différents types d 'acides aminés dans la séquence des histones peuvent subir une MPT. La lysine (K) peut être 
acétylée, mono-, di ou tri-méthylée, sumoylée ou encore ubiquitinylée. L'arginine (R) peut être mono-méthylée 
ou di-méthylée de manière symétrique (me2s) ou asymétrique (me2a). L'arginine peut aussi être convertie en 
citrulline (Cit) par déimination. La sérine (S), la thréonine (T) peuvent, quant à elles, être phosphorylées. L'acide 
glutamique (E) peut être ADP ribosylé. L 'isomérisation cis-trans de la praline (P) peut aussi avoir lieu. Le 
processus biologique dans lequel intervient la MPT considérée est indiquée dans la colonne de droite. 
méthylation et la phosphorylation (Tableau 1). L'ubiquitination, la sumoylation, l'ADP­
ribosylation, la déimination et l'isomérisation ne seront pas décrites mais leurs fonctions sont 
également présentées dans le Tableau 1 .  
L'acétylation des lysines de !'histone H4 et H3 est catalysée par les enzymes HATs 
(histone acétyltransférases) telles que GNAT, MYST ou CBP/p300 (Stemer et Berger, 2000). 
Cette acétylation permet de neutraliser la charge positive de la lysine et altère l'interaction 
entre l' ADN et les histones menant ainsi à une configuration plus ouverte de la chromatine 
connue sous le nom « d'euchromatine » (Hong et al., 1993 ; Megee et al., 1995). Par ailleurs, 
l'état condensé de la chromatine, « l'hétérochromatine » constitutive (15 à 25 % de la 
chromatine des mammifères), localisée principalement au niveau des séquences répétées 
(séquences centromériques et télomériques) est associée à un faible niveau d'acétylation des 
histones. L'euchromatine rend accessible l' ADN à la machinerie de transcription lui 
permettant de s'installer sur l' ADN et d'activer la transcription. De plus, l'acétylation des 
histones a récemment été associée à la réplication de l'ADN (Unnikrishnan et al., 2010) et au 
processus de réparation des cassures double brin de l' ADN (Murr et al., 2006). Les lysines 
acétylées peuvent être reconnues par des protéines de remodelage de la chromatine 
caractérisées par la présence d'un bromodomaine initialement découvert chez l'organisme 
Drosophila melanogaster (Tarnkun et al., 1 992). Notons que la demi-vie de l'acétylation est 
souvent relativement courte, de l'ordre de la minute, suite à un turnover régulé par les HDACs 
(histones déacétylases) (Jackson et al., 1975). 
La lysine des histones peut être méthylée, di-méthylées (me2) ou tri-méthylées (me3). 
Bien qu'il soit assez difficile de prédire les effets de ces changements sur le niveau 
d'expression d'un gène donné en raison du « code épigénétique » complexe et des 
modifications combinatoires (Chen et Dent, 2014), plusieurs marques de méthylation sur la 
lysine des histones ont été investiguées dans le cadre de la régulation de l'expression génique 
comme la monométhylation de la lysine 20 de !'histone 4 et l'acétylation de la lysine 9 de 
! 'histone 3 qui sont associées à l'activation de la transcription alors que la di ou la tri­
méthylation de la lysine 9 ou 27 de !'histone 3 induisent une répression de l'expression (Sugii 
et Evans, 2011). Les HMETs (histones méthyltransférases) diffèrent également des HATs par 
leur haute spécificité envers l'acide aminé à modifier. Une autre fonction de l'H3K36me est la 
suppression de l'initiation de la transcription au sein de la séquence codante suite à la 
présence de sites d'initiation cryptiques (Carrozza et al. , 2005). Par ailleurs, Smallwood et ses 
collaborateurs ont montré que la méthylation de H3K9, une modification associée à 
l'hétérochromatine, recrute la DNMTl (par l'intermédiaire de la protéine HPl )  qui conduit à 
une méthylation de l' ADN. Ainsi, l'interaction entre HPl et DNMTl révèle un moyen de 
coopération entre histone et ADN méthyltransférase (Smallwood et al., 2007). 
La phosphorylation, au même titre que l'acétylation inhibe le contact entre l' ADN et 
les histones suite à l'apport de charges négatives aux résidus sérine ou thréonine. La 
phosphorylation est une MPT que l'on retrouve plus fréquemment dans le domaine globulaire. 
Comme les méthyltransférases, les kinases sont spécifiques dans la reconnaissance du résidu 
de !'histone à phosphoryler. La phosphorylation de !'histone variant yH2A.X par l'ATM ou 
l' A TR kinase est connue pour assurer le recrutement de la machinerie de réparation des 
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Figure 24 : Relation entre l'activité mitochondriale, le métabolisme et les modifications épigénétiques (Gut et Verdin, 
2013). 
Plusieurs métabolites intégrés dans diverses voies métaboliques participent à la régulation des modifications épigénétiques 
au niveau des histones. Des métabolites comme l 'acétyl-CoA sont formés et utilisés par les enzymes de modification de 
l'épigénétique. Suite à un apport énergétique, l 'acétyl-CoA est formé par l 'oxydation du pyruvate catalysée par la pyruvate 
déshydrogénase au niveau de la mitochondrie. De plus, après épuisement du stock de glycogène suite au jeûne, la P­
oxydation est activée et génère également de l 'acétyl-CoA qui sera dirigé vers le cycle de Krebs et la synthèse d' ATP. En cas 
d'excès, l 'acétyl-CoA est alors exporté de la mitochondrie sous forme de citrate, lequel pourra être converti en acétyl-CoA et 
en oxaloacétate par l' ACL. Cet acétyl-CoA sera ensuite dirigé vers la lipogenèse, la synthèse du cholestérol et d'acides 
aminés (non montré sur la figure) ou utilisé par les KATs pour réguler l 'acétylation de protéines et des histones. Quand la 
concentration en glucose est importante, approximativement 5 % du fructose-6-phosphate, un métabolite de la glycolyse, est 
dirigé vers la voie de biosynthèse de l 'hexosamine, une branche métabolique alternative du métabolisme du glucose. Il en 
résulte une production d 'UDP-GlcNac qui sera utilisé comme substrat par l 'enzyme OGT pour greffer un groupement N­
acétylglucosamine (vert) aux histones H2B. Le métabolisme à un carbone intègre le folate sous forme de N-5 
méthyltétrahydrofolate pour générer du SAM, le donneur du groupement méthyle nécessaire à la méthylation de l 'ADN ou 
des histones (orange). Les co-enzymes et leur ratio forme oxydée/forme réduite peuvent aussi influencer l'activité de 
certaines enzymes de modification de la chromatine comme la LSD 1 ,  une histone déméthylase, ou la HDAC de classe I II .  
Les métabolites ou les régulateurs métaboliques impliqués dans la régulation des enzymes de la modification de la 
chromatine sont en rouge. L'activité enzymatique de plusieurs enzymes de modification de l 'épigénétique peut également 
dépendre d'un métabolite du cycle de Krebs, l 'a-cétoglutarate, comme la lysine méthyltransférase JmjC ou les enzymes 
TETs (non montrées). Le succinate et le fumarate, 2 métabolites du cycle de Krebs peuvent également inhiber de telles 
enzymes. Enfin, le ratio NAD+/NADH mitochondrial est régulé par la navette malate-aspartate qui permet une importation 
indirecte de l 'énergie réductrice du cytosol vers la mitochondrie pour être oxydée dans la chaîne respiratoire. Ce ratio peut 
indirectement affecter les modifications épigénétiques. ACL : A TP-Citrate Lyase ; JmjC : Jumonji de classe C ;  HMT : 
Histone Méthyltransferase ; HDAC : histone deacetylase ; SAM : S-adenosylmethionine ; SAH : S-adenosylhomocysteine ; 
OGT : O-linked N-acetylglucosamine Transferase ; UDP-GlcNac : Uridine Diphosphate N-acetylglucosamine ; MDH : 
Malate deshydrogenase ; KDM : Lysine demethylase ; LSD ! : Histone Demethylase SWIRMJ ; IDH l et IDH2 : Isocitrate 
Dehydrogenase Jsoforms 1 and 2 ;  KAT : Lysine Acetyl Transferase ; Me1 /2 : mono ou dimethylation ; Me3 : 
trimethylation ; F AD : Flavin Adenine Dinucleotide ; OAADR : O-acetyl ADP-ribose ; UDP : Uridine Diphosphate. TCA : 
Tricarboxylic acid. 
proximité d'une lysine méthylée peut aussi altérer le recrutement comme HPl associée au 
silençage de l'expression du gène. 
Notons que d'autres MPTs ont été identifiées telles que l'acylation de la lysine, la 
crotonylation, la formylation, la succinylation, la malonylation, la propionylation et la 
butyrylation (Tan et al., 2011). Cependant, les fonctions associées à ces modifications ne sont 
pas encore clairement identifiées et requièrent des études supplémentaires. 
1 . 1 0  Influence du métabolisme sur l'épigénétique 
Il est important de souligner que de nombreuses enzymes modifiant l'état de la 
chromatine dépendent de substrats ( ou de co-facteurs) provenant du métabolisme 
intermédiaire. Les concentrations de ces métabolites varient en fonction des besoins et de la 
disponibilité énergétique de la cellule, ce qui peut mener à des changements dans la structure 
de la chromatine et, par conséquent à des modifications d'expression de certains gènes, en 
relation avec le métabolisme de la cellule (Wallace et Fan, 2010). 
Illustrons maintenant les liens entre le métabolisme et le remodelage de la chromatine 
par quelques exemples. Le substrat des HATs est l'acétyl-CoA (Takahashi et al., 2006), un 
métabolite produit par l'oxydation partielle du glucose ou la P-oxydation des acides gras qui 
sera oxydé dans le cycle de Krebs. L'acétyl-CoA, dérivé du glucose, est formé par l'ATP­
citrate lyase à partir du citrate originaire de la mitochondrie. Le citrate étant capable de sortir 
de la mitochondrie, le pool d'acétyl-CoA cytosolique peut alors être utilisé par les HATs pour 
acétyler les histones au niveau des gènes impliqués dans des processus anaboliques tels que la 
lipogenèse ou l'adipogenèse (Wellen et al., 2009). Un autre exemple de connexion entre le 
métabolisme et le remodelage de la chromatine est illustré par les enzymes SIRTs (Sirtuines). 
Les sirtuines sont des HDACs qui consomment le co-facteur NAD+ pour catalyser la réaction 
de désacétylation des histones (Figure 24) (Cohen et al., 2004). Par ailleurs, la concentration 
en NAD+, fonction de l'état énergétique de la cellule, diminue au cours du vieillissement et 
varie selon un rythme circadien dépendant de l'activité de la NAMPT (nicotinamide 
phosphorybosyltransférase, une enzyme de la synthèse du NADJ, une fluctuation corrélée à 
l'activité enzymatique de SIR.T l (Nakahata et al., 2008). 
Concernant la régulation de la méthylation des histones et de l' ADN, les HMETs, 
(Teperino et al., 2010) et les DNMTs, utilisent le S-adénosylméthionine (SAM) comme 
donneur universel de groupements méthyles, synthétisé à partir de la méthionine et d'ATP 
dans une voie métabolique cyclique nommée « métabolisme à un carbone ». Le folate fait 
également partie intégrante de cette voie sous forme N5 -méthyltétrahydrofolate (Figure 24). 
Le FAD+ (jlavin adenine dinucleotide) est également utilisé comme substrat par 
l'histone déméthylase LSDl (lysine speci.fic demethylase 1) (Fomeris et al., 2005) ce qui fait 
de la LSD 1 une des seules protéines nucléaires à utiliser le F AD+ pour méthyler des protéines 
comme p53, STAT3 ou la DNMT l (Wang et al., 2009). L'analyse de la localisation de la 
LSDl dans les adipocytes en différenciation révèle une localisation préférentielle au niveau 
des promoteurs de gènes impliqués dans la dépense en énergie et présentant la marque 
activatrice H3K4 diméthylée ou triméthylée. LSDl mène à la déméthylation de l'H3K4 
menant à une répression de gènes cibles comme PGC- l a, FATPl ,  ATGL ou encore PDK4 
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Figure 25 : Implication du fonctionnement de la mitochondrie sur la synthèse de SAM et la méthylation de 
l' ADN (Minocherhomji et al., 2012). 
a) L'activité de la mitochondrie est favorable à la biosynthèse du SAM pem1ettant un maintien de la méthylation 
des CpG hyperméthylés (vert) au niveau du génome nucléaire. 
b) Un dysfonctionnement mitochondrial peut induire une perturbation des réactions rédox au sein de la 
mitochondrie. Ainsi, une altération de l 'OXPHOS médiée par un dysfonctionnement mitochondrial conduit à une 
augmentation du ratio NADH/NAD+. La sérine est importante dans la synthèse du SAM puisqu 'elle donne 
l 'unité carbone activée au SAH pour former le SAM. La synthèse de la sérine dans la mitochondrie étant 
dépendante du NAD+, une altération de l 'OXPHOS peut engendrer une réduction de la production de SAM. De 
plus la synthèse de SAM requiert également de l '  ATP. Cette diminution de la concentration en SAM conduit à 
une diminution de la méthylation de CpG normalement hyperméthylés Uaune). 
SAM : S-adenosylmethionine ; SAH : S-adenosylhomocyteine; DNMT : DNA méthyltransférase; 
Les enzymes JMJs (Jumonji class) (Loenarz et al., 2008) et TETs requièrent, quant à 
elles, la présence d'a-cétoglutarate comme co-facteur (Tahiliani et al., 2009). L'a­
cétoglutarate est un intermédiaire du cycle de Krebs généré par la désamination oxydative de 
la glutamine par la glutaminase (Metallo et al., 2012). En revanche, l'activité des TETs est 
inhibée par le fumarate et le succinate, deux métabolites intermédiaires du cycle de Krebs 
(Xiao et al., 2012). Ainsi, la mitochondrie, de par son implication dans le métabolisme 
cellulaire, peut jouer un rôle majeur dans la régulation transcriptionnelle de l'expression 
génique à travers les changements de concentration en métabolites intermédiaires et en co­
facteurs. 
Le dysfonctionnement mitochondrial a d'ailleurs déjà été étudié dans le cadre des 
changements de méthylation de l' ADN. Par exemple, une déplétion du génome mitochondrial 
(ADNmt) peut mener à une perturbation du pattern de méthylation de l' ADN au niveau des 
îlots CpG observés dans des cellules d'une lignée cellulaire d'ostéosarcome (cellules rho0) par 
rapport aux cellules sauvages (Smiraglia et al., 2008). De même, des changements de l'état 
rédox résultant d'un dysfonctionnement mitochondrial peuvent altérer la synthèse de SAM 
(Figure 25). La structure de la chromatine peut également être modifiée ( directement ou 
indirectement) par des enzymes dont l'activité est modifiée par le métabolisme cellulaire. Par 
exemple, l' AMPK, localisée dans le cytosol, est bien connue pour son rôle majeur de senseur 
énergétique et est activée en réponse à une augmentation du ratio [AMP]/[ATP] (Park et al., 
2002). De manière intéressante, l' AMPK est également capable de moduler la structure de la 
chromatine en phosphorylant directement la sérine 36 de l'histone H2B au niveau des gènes 
impliqués dans l'adaptation au stress métabolique (Bungard et al., 2010). Un autre exemple 
est illustré par la NNMT (nicotinamide N-methyltransférase) qui utilise le SAM pour 
méthyler la nicotinamide, un précurseur dans la synthèse de NAD+ (Aksoy et al., 1994). Kraus 
et ses collaborateurs ont révélé une augmentation de l'expression de la NNMT dans le tissu 
adipeux blanc dans des modèles de souris obèses (ob/ob) et résistantes à l'insuline (db/db) 
(Kraus et al., 2014). Ce phénotype est également corrélé à l'expression de RBP4 (retinol 
binding protein 4), une adipokine impliquée dans la résistance à l'insuline des muscles 
squelettiques (Yang et al., 2005). L'augmentation de la concentration en NAD+ et du ratio de 
SAM/SAH induit par le knock-down de NNMT dans les adipocytes 3T3-Ll suggère que la 
NNMT représente un régulateur important du métabolisme énergétique et contribue aux 
modifications épigénétiques comme la méthylation de l'H3K4 ou éventuellement à la 
méthylation de l' ADN dans les adipocytes (Kraus et al., 2014). 
Toutes ces données montrent que de nombreuses enzymes impliquées dans les 
modifications épigénétiques et le remodelage de la chromatine dépendent du métabolisme 
énergétique (glycolyse et OXPHOS) et de l'état rédox de la cellule. 
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2 Objectifs du mémoire 
Ce mémoire s'intègre dans un projet dédié à l'étude des effets d'un découplage 
mitochondrial ( chronique mais modéré induit par le protonophore FCCP ( carbonyl cyanide p­
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone)) dans des adipocytes blancs murins 3T3-Ll .  
Alors que les médicaments anti-obésité ont montré ces dernières années leur limite en 
terme d'efficacité, l'induction d'un découplage mitochondrial contrôlé et ciblé sur le tissu 
adipeux blanc, assorti d'une stimulation de la P-oxydation (dans d'autres tissus que le tissu 
adipeux blanc) des acides gras libérés suite à l'activation de la lipolyse dans ces conditions 
(Tejerina et al., 2009), a été proposée comme un moyen thérapeutique potentiel pour lutter 
contre l'obésité et le syndrome métabolique associé (Tseng et al., 2010). Le bénéfice pourrait 
être que, dans ces conditions, l'hypertrophie des adipocytes soit contrôlée, ce qui devrait 
améliorer les changements d'expression génique et plus spécialement rétablir une balance 
adéquate des adipokines, molécules de communication entre les organes qui pourraient être 
responsables des effets phénotypiques associés au syndrome métabolique comme la résistance 
à l'insuline, le diabète de type 2, l'hypertension, . . . . 
Cependant, l'effet d'un stress métabolique tel que le découplage mitochondrial sur la 
fonction endocrine des adipocytes est encore peu connu. Des analyses préliminaires obtenues 
au laboratoire révèlent des diminutions très fortes d'expression et de sécrétion de trois 
adipokines (leptine, adiponectine et résistine) en réponse au découplage mitochondrial induit 
chimiquement en traitant les adipocytes 3T3-Ll avec du FCCP (A. De Pauw, thèse de 
doctorat, 2010). 
Dès lors, le premier objectif de ce mémoire était d'étendre le profil d'expression de 
plusieurs adipokines dans les adipocytes 3T3-Ll exposés au découplage mitochondrial ou 
stimulés par le TNFa, une cytokine pro-inflammatoire dont la concentration est augmentée 
dans le tissu adipeux blanc d'individus obèses. 
Dans l'introduction de ce travail, nous avons souligné le rôle prépondérant du facteur 
de transcription PPARy dans le contrôle de l'expression de ces adipokines. Des données du 
laboratoire montrent également que l'expression de ce facteur, sa capacité de liaison à l' ADN 
et son activité de trans-activation sont diminuées dans les adipocytes exposés au FCCP 
(Tejerina et al., 2009). Cependant, aucune augmentation d'expression de ces adipokines n'a 
été observée dans des adipocytes co-incubés en présence de FCCP et de ligands exogènes de 
PPARy (rosiglitazone et acide 9 cis-rétinoïque). Ajouté au fait que le découplage 
mitochondrial modifie le métabolisme cellulaire ( diminution de la production d' A TP), qui, 
nous l'avons vu, peut affecter le contrôle épigénétique de l'expression génique, ces résultats 
suggèrent un possible niveau de régulation d'ordre épigénétique de l'expression de gènes 
codant pour certaines de ces adipokines. Un sujet d'étude débuté l'an dernier (A.-S. Gathy, 
mémoire, 2013) pour lequel peu de données sont actuellement disponibles dans la littérature. 
Le deuxième objectif de ce mémoire était donc d'analyser les éventuels changements du 
niveau de méthylation au sein de fragments de promoteurs de gènes codant pour la leptine et 
l'angiotensinogène dans les adipocytes 3T3-Ll exposés au découplage mitochondrial. 
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3 Matériel et méthodes 
3.1 Culture et différenciation des 3T3-Ll 
Les adipocytes cultivés et étudiés dans le cadre de ce mémoire sont les adipocytes 
3T3-Ll .  Les cellules 3T3-Ll déjà engagées dans la différenciation adipocytaire, sont achetées 
au stade de pré-adipocytes/fibroblastes à l' ATCC (American Type Culture Collection, USA). 
Dans le cadre de ce mémoire, nous utiliserons cette lignée en tant que modèle de pré­
adipocytes non différenciés. La différenciation en adipocytes est initiée par une incubation des 
cellules en présence d'un cocktail pro-adipogénique contenant de l'insuline, de l'AMPc et de 
la dexaméthasone, comme décrit dans le protocole ci-dessous. 
3.1.1 Repiquage 
Les pré-adipocytes sont cultivés à 37 °C dans une atmosphère contenant 5 % de CO2 
dans du milieu DHG-Ll (Dubelco modified Eagle 's medium high glucose (4,5 g/1) additionné 
de 1,5 g/1 de NaHCO3) et supplémenté avec 10 % de sérum de bovin fœtal (milieu complet). 
Lorsque les cellules sont à 70-80 % de confluence, les pré-adipocytes doivent être repiqués. 
Le tapis cellulaire est rincé à 2 reprises avec du PBS (Phosphate Buffer Saline) stérile 
préchauffé à 37 °C (Lanza, USA). Après 2 min d'incubation en présence de 2 ml de 
trypsine/EDTA (Gibco, USA), les cellules sont détachées et resuspendues dans un volume de 
10 ml de milieu complet. Les cellules sont diluées 2 ou 4 fois puis ensemencées dans de 
nouvelles boîtes de culture T75 (Coming, USA) contenant 15 ml de milieu complet. A chaque 
doublement de la population cellulaire, un passage est compté. La culture cellulaire est 
maintenue jusqu'à  maximum 15 passages, moment à partir duquel le taux de différenciation 
diminue rapidement (Vankoningsloo, thèse de doctorat). 
3. 1 .2 Différenciation des pré-adipocytes en adipocytes 
Lorsque les pré-adipocytes ont atteint la confluence, les cellules sont incubées pendant 
48 h en présence de milieu complet supplémenté de molécules pro-adipogéniques : dibutyryl 
cyclic-AMP (300 µM), dexaméthasone (1 µM) et insuline (5 µg/ml). Le milieu est ensuite 
remplacé par du milieu complet contenant de l'insuline (5 µg/ml). Toutes les 48 h, ce milieu 
est renouvelé. La différenciation est considérée comme terminée après 12 jours de culture, 
stade auquel les adipocytes doivent représenter 95 % de la population cellulaire. 
3 .1 .3 Traitement avec le TNFa ou le FCCP 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll sont incubés pendant 1, 3 ou 
6 jours avec du TNFa (10 ng/ml) ou du FCCP (0,5 µM). Les cellules contrôles sont des 
adipocytes incubés pendant la même période en l'absence de ces 2 molécules. Le milieu est 
remplacé tous les jours pour minimiser l'acidification du milieu. 
3.2 Analyse de l'expression génique 
3.2.1 Extraction et purification de l '  ARNm 
Après 1 2  jours de différenciation et 3 jours d'incubation en présence ou en absence de 
FCCP ou de TNFa, les adipocytes cultivés en boîte de culture à 6 puits (Coming, USA) sont 
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Réactifs Volume (p.1)/ puits 
Tampon RT 5X 4 
Reverse transcriptase (unités 
0,5 
enzymatiques) 
Inhibiteurs de RNAses 0,5 
Mix de dNTPs (10 mM) 2 
Tableau 1 : Volume des réactifs de la mixture réactionnelle 
pour la RT-PCR. 
rincés deux fois avec 5 ml de PBS RNase free (Lonza, USA) à température ambiante (TA). 
Les cellules sont lysées en présence de 1 ml de QIAzol Lysis Reagent (QIAgen, Allemagne) 
et récoltées à l 'aide d'un grattoir dans un microtube (Eppendorf, USA). Le mélange cellules -
QIAzol Lysis Reagent est laissé au repos pendant 5 min. Afin de séparer l 'ARN des lipides et 
des protéines, le lysat cellulaire est incubé pendant 5 min avec 200 µl de chloroforme RNase 
free. Après homogénéisation des 2 phases pendant 30 s, le mélange lysat cellulaire­
chloroforme est laissé au repos pendant 3 min puis est centrifugé pendant 15 min à 12000 g à 
4°C. Un volume de 600 µl de surnageant contenant l 'ARN est transféré dans un nouveau 
microtube. La purification de l '  ARN est poursuivie à l 'aide du mini kit RNeasy (QIAgen, 
Allemagne), procédure automatisée avec le QIAcube (Qiagen) en suivant les 
recommandations du fournisseur. Brièvement, la première étape de purification des 
échantillons est réalisée par centrifugation (15 s, 8000 g) (Merck, Allemagne) des échantillons 
placés sur une colonne RNeasy spin (QIAgen) en présence de 600 µl d'éthanol (Merck, 
Allemagne) 70 %. Au cours de cette étape, l 'ARN va se lier à la matrice de silice de la 
colonne et les contaminants tels que les protéases seront éliminés. L '  ARN purifié est ensuite 
rincé par centrifugation (15 s, 8000 g, TA) avec un volume de 700 µl de tampon RWl 
(QIAgen). Cette étape permet également de sélectionner les ARNs de taille supérieure à 200 
nucléotides. Deux derniers rinçages avec un volume de 500 µl de tampon RPE (QIAgen) 
suivis d'une centrifugation (15 s, 8000 g) permet d'éliminer les sels restants. L' ARN est 
finalement élué dans un volume final de 30 µl d'eau RNAse free (QIAgen). Les échantillons 
sont stockés à -80 °C en attente des manipulations ultérieures. 
3.2.2 Dosage de la concentration en ARN 
Afin de déterminer le volume d' ARN élué à prélever en vue de réaliser la 
rétrotranscription, la concentration en ARN de chaque échantillon est déterminée. Pour cela, 
un volume de 1 µl d 'ARN purifié est déposé sur la zone de quantification du spectromètre 
UV, le Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific). La mesure de la concentration s'effectue 
à la longueur d'onde d'absorbance de l' ADN (260 nm). Une mesure est également effectuée 
par le Nano Drop à 280 nm et à 230 nm correspondant respectivement à la longueur d'onde 
d'absorption des protéines et celle des composés phénols/sels. Ceci permet le calcul des 
rapports A260/A280 et A260/A230 renseignant sur le degré de pureté des échantillons 
d'ARN. Le rapport A260/A280 doit être supérieur à 1,8 et le rapport A260/A230 doit être 
supérieur à 2 pour considérer l 'échantillon d' ARN comme pur. La concentration en ARN est 
calculée selon la loi de Beert-Lambert. 
3.2.3 Reverse transcription-PCR (RT-PCR) 
La reverse transcription d'ARN en ADNc est exécutée à l 'aide du kit Transcription 
First Strand cDNA Synthesis kit (Roche, Suisse) en utilisant des amorces « anchored oligo 
(dT)18 » (oligodT). Les échantillons d'ARN doivent être gardés à 4°C durant toute la 
manipulation. Un volume de 12 µl contenant 2 µg d' ARN (>200 nucléotides) purifié est 
préparé par dilution de l'échantillon d'ARN purifié avec de l 'eau RNAse free. Après l'ajout 
d'un volume de 1 µl d'oligodT à l '  ARN dilué, l 'échantillon est incubé pendant 10 min à 65 
°C pour permettre l 'hybridation des oligodTs. Après l 'incubation, la mixture réactionnelle 
pour la RT-PCR est ajoutée aux échantillons (Tableau 1). Les échantillons sont ensuite 
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TAT A-box binding protein 
5'-TAGTGCTGCAGGGTGA TITCAG-3' 
Tableau 2 : Séquences des couples d'amorces (sens et anti-sens) utilisés pour la real time RT-qPCR. 
,------ - - ------ - - - - - - - - - - - - - --------------� 
Réactifs 
Primer anti-sens 3 µM 
Primer sens 3 µM 







Tableau 3 : Volume des réactifs de la mixture réactionnelle pour la RT­
qPCR. 
Etapes 
# de Température Durée 
Cycle(s) (OC) (min) 
Préchauffage 1 50 2 
Dénaturation initiale 1 95 10 
Dénaturation 95 0,25 
Amplification 40 
Elongation 60 1 
1 95 0,25 
Finale 1 60 0,25 
1 95 0,25 
Refroidissement / RT 00 
Tableau 4 : Paramètres de la PCR en temps réel. 
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Figure 1 : Représentation des réactions chimiques de la conversion au bisulfite des cytosines non 
méthylées en uracile. 
L'analyse de la méthylation de l '  ADN passe par 4 étapes : la dénaturation, la conversion au bisulfite et 
l 'amplification. Enfin, le produit PCR peut soit être purifié pour être directement séquencé, soit le produit PCR 
peut être sous-cloné dans un plasmide et amplifié par des bactéries compétentes Escherichia Coli TGl en vue 
d'être séquencé. La conversion au bisulfite est composée de 3 étapes : la sulfonation, la désamination 
hydrolytique et la désulphonation alkaline. Le principe de la conversion au bisulfite repose sur la protection de la 
désamination du groupement amine par la présence du groupement méthyle des 5-méthylcytosines, symbolisé 
par un cercle rouge, alors que la cytosine non méthylée (en position 5 ' )  est sulfonatée à pH basique au niveau de 
la double liaison 5-6. La cytosine sulfonate obtenue est ensuite désaminée en uracile sulfonate par hydrolyse. 
Enfin, le groupement sulfonate est retiré en condition alcaline, une réaction nommée « désulphonation alcaline » 
(d'après Patterson et al. ,  20 1 1 ) .  
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t 
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Figure 2 : Principe de la PCR nichée. 
< ;;  
R2  
L a  région d'intérêt d e  ! 'ADN converti au bisulfite est d'abord amplifiée au moyen d'un couple d'amorces F l  
(Sens 1 )  et R l  (Anti-Sens 1 ) .  Après l a  première amplification, l e  produit PCR du 1 er run est récupéré pour 
effectuer une seconde PCR à l 'aide d'un autre couple d'amorces F2 (Sens 2) et R2 (Anti-Sens 2). Ces amorces 
possèdent une courte séquence en commun avec les amorces du premier couple ( « overlap ») et sont positionnées 
de manière plus interne. Cette PCR a la particularité d'être plus sensible que la PCR classique grâce à ses 2 runs. 
n : nombre de cycles. 
incubés pendant 30 min à 55 °C, température optimale d'activité de la rétro-transcriptase. 
L'enzyme est ensuite dénaturée en incubant les échantillons pendant 5 min à 85 °C. Les 
échantillons d' ADNc obtenus sont refroidis sur glace puis stockés à -20 °C. 
3.2.4 PCR quantitative en temps réel 
La PCR quantitative en temps réel nécessite l'utilisation d'amorces (IDT, USA) 
(Tableau 2), du SYBR Green master mix et un thermocycleur (ABI 7900 HT, Applied 
Biosystem, USA) permettant la mesure de l'abondance du transcrit cible au cours des cycles 
d'amplification. Outre la présence de l'agent intercalant SYBR Green, la mixture 
réactionnelle contient également une FastStart Taq DNA polymérase, des dNTPs et le tampon 
adapté pour la polymérase (Roche, Suisse). 
D'abord, un volume de 1 µl d'ADN est dilué dans 99 µl d'eau milli-Q nucleasefree. 
Les amorces sens et anti-sens (Tableau 2) préparées à une concentration stock de 27 µM sont 
diluées avant usage afin d'obtenir une concentration finale de 3 µM. Ensuite, le « mix » RT­
qPCR est préparé en mélangeant les différents réactifs (Tableau 3). Un volume de 5 µl 
d' ADNc dilué est ensuite ajouté au 20 µl de mixture réactionnelle dans chaque puits d'une 
plaque 96 puits (volume final : 25 µl). Un contrôle négatif est également réalisé en remplaçant 
l' ADN c par un volume de 5 µl d'eau milli-Q. Après avoir scellé la plaque avec une feuille 
plastique, la plaque est centrifugée pendant 1 min à 1000 rpm. Les paramètres de la PCR sont 
décrits au Tableau 4. 
3 .2.5 Analyse des résultats 
Disposant d'une condition test (adipocytes 3T3-L l traités avec le FCCP ou le TNFa) 
et d'une condition contrôle (adipocytes 3T3-L l non-traités), les résultats peuvent être 
exprimés en abondance relative du transcrit ciblé. La méthode de calcul choisie pour 
déterminer l'abondance relative repose sur la formule : 2-MCt (Livak et Schmittgen, 2001). La 
normalisation est effectuée en mesurant l'abondance relative du transcrit du gène de ménage 
(« house keeping gene ») codant pour la sous-unité « TATA-box binding protein » (TBP) du 
facteur de transcription TFIID (Transcription Factor II D). La condition de référence utilisée 
pour comparer les changements d'expression correspond aux adipocytes 3T3-Ll cultivés en 
présence de milieu complet pendant un temps comparable à celui du temps de traitement 
étudié. 
3.3 Analyse du taux de méthylation de fragments d'ADN par traitement 
au bisulfite 
3.3.1 Principe 
Les étapes du protocole en vue d'analyser le degré de méthylation d'ADN par 
séquençage au bisulfite des fragments du promoteur de la leptine et de l'angiotensinogène 
sont schématisées sur la Figure 1 (Patterson et al., 20 1 1). Cette technique a permis 
l'identification et la quantification de l'ADN méthylé à la résolution d'une base. Le bisulfite 
permet de convertir les cytosines non méthylées en uracile alors que les cytosines méthylées 
ne sont pas affectées. Une fois l' ADN converti, la région d'intérêt peut être amplifiée par PCR 
nichée (Figure 2). Le produit de la PCR nichée est alors cloné dans le vecteur pGEM T-Easy 
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linéarisé (Promega, USA). Le produit de la ligation sera utilisé pour transformer des bactéries 
compétentes par électroporation. Le système « blanc/bleu » permettra de sélectionner les 
clones destinés au séquençage. Ce système repose sur l 'utilisation de bactéries possédant une 
forme tronquée du gène LacZ codant pour la p-galactosidase. Cette dernière est constituée de 
2 sous-unités : alpha et omega. Les bactéries utilisées dans ce travail ne disposent pas du 
fragment codant pour la sous-unité alpha. Cependant, le plasmide utilisé dans ce travail code 
pour le fragment manquant de la P-galactosidase et permet ainsi l 'expression de cette enzyme 
si la bactérie est transformée au moyen de ce plasmide. En présence d' IPTG (isopropyl /3-D-1-
thiogalactopyranoside) et de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside), 
la p-galactosidase hydrolyse le X-Gal et une coloration bleue est obtenue. En cas d' insertion 
du produit PCR d' intérêt, le fragment manquant de la p-galactosidase ne peut être exprimé et 
le clone bactérien reste de couleur blanche. 
3.3.2 Matériel et méthodes 
3.3.2.1 Identification d'îlots CpG 
Les séquences de promoteur des gènes codant pour les adipokines étudiées chez la 
souris Mus musculus ont été trouvées à l 'aide de la base de données Ensembl et analysées 
pour la présence d'îlots CpG à l ' aide du logiciel Methprimer (Long-Chen et al., 2002). Les 
paramètres utilisés pour détecter la présence d'îlots CpG dans le promoteur de la leptine et de 
l 'angiotensinogène sont ceux proposés par défaut, obéissant à la définition de l 'îlot CpG 
(Takai et Jones, 2004) (CpG observé/CpG attendu : >  0,6; % CG : 50 %). 
3.3.2.2 Extraction de l' ADNg 
L'extraction et la purification de l '  ADNg comportent 4 étapes 
- la lyse cellulaire ; 
- la dégradation des protéines et de l 'ARN ; 
- la précipitation de l 'ADNg ; 
- la solubilisation de l '  ADNg. 
Après 1 2  jours de différenciation et 3 jours d' incubation en présence ou en absence de 
1 0  ng/ml de TNFa ou de 0,5 µM de FCCP, l 'ADNg des adipocytes 3T3-L l cultivés en boîte 
T25 (Coming, USA) est extrait en utilisant le kit Wizard® Genomic DNA Purifcation kit 
(Promega, USA). Pour cela, les cellules sont d'abord rincées 2 fois avec 7 ml de PBS et 
récoltées dans un volume de 500 µl de PBS nuclease free à l 'aide d'un grattoir pour être 
transférées dans un microtube. La suspension cellulaire est centrifugée pendant 5 min à 1 3000 
g. Les cellules sont alors resuspendues et lysées dans un volume de 600 µl de solution de lyse 
nucléaire (Promega, USA) pendant 1 5  min à 37 °C. Un volume de 3 µl de RNase est ajouté au 
mélange. Les protéines sont ensuite précipitées en mélangeant un volume de 200 µ1 de 
solution de précipitation des protéines (Promega, USA) au lysat cellulaire. Au terme d'une 
incubation de 5 min à 4°C, les protéines sont isolées par centrifugation pendant 4 min à 1 3000 
g et le surnageant est transféré dans un nouveau microtube contenant 600 µl d' isopropanol 
(Merck, Allemagne) permettant de précipiter l 'ADNg. Une centrifugation de 1 min à 1 3000 g 
permet alors de culoter l '  ADN qui est rincé par un volume de 600 µl d'éthanol (70 %) 
(Merck, Allemagne). Après une dernière centrifugation de 1 min à 1 3000 g, le culot d'ADN 
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Promoteur Régions Température 
du gène d'intérêt PCR run Amorce Séquences des amorces d'hybridation (OC) 
Sens 5'- GAAAAAGTAGTIGGTAGAGTIT -3' 48,3 
Site à proximité 
1 cr 
Anti-sens 5'- CCTCCTICTIACCTCAATITC -3' 50,5 
du site de liaison 
de C/EBPa 2ème 
Sens 5'- GGTAGAGTTITGGTITATIGGT -3 ' 50,7 
Anti-sens 5'- CCTCAATTICTCTAATITCCAAAAC -3 ' 50,8 
Lep 
Sens 5 ' - ATIGGTYGTGGAGATITIYG -3 ' 50,9 
Site près du site 
1 cr 
Anti-sens 5 '- CTCAACAACACRTCCATICAA -3 ' 52,3 
de liaison de 
PPARy 2ème 
Sens 5'- TIAAGTIGGATIGATITGGGAAT -3' 50,7 
Anti-sens 5'- ACCCATAACRTCTCTAAACTAAACTI -3' 53 , 1  
Sens 5'- GGGAGTAGGTIAGGGTIGTITIG -3 ' 55,4 
Site en aval du l 
er 
Anti-sens 5'- GTICTCACRACRGACCAAAA -3' 53 
Agt site de liaison de 
PPARy 2ème 
Sens 5'- GTAGGTIAGGGTIGTITIGGGT-3' 54,9 
Anti-sens 5'- ACCACAAACCAAAATCTICTACR -3' 53,1 
Tableau 5 :  Séquences des couples d'amorces (sens et anti-sens) utilisés pour la PCR nichée. 
Réactifs Concentration finale Volume (µl) 
Amorce sens ( 10 µM) 0,2 µM 0,5 
Amorce anti-sens (10 µM) 0,2 µM 0,5 
Taq BioLab 2X Master Mix I X  12,5 
H20 nuclease free / 9,5 
ADN template < 1,000 ng 2 
Tableau 6 Volume et concentration finale des réactifs de la PCR 
nichée. 
Etapes 
# de Température 
Durée 
Cycle(s) (OC) 
Dénaturation initiale 1 95 30 s 
Dénaturation 95 15-30 s 
Amplification Hybridation 30 45-68 15-60 s 
Elongation 68 1 min/kb 
Extension finale 1 68 5 min 
Refroidissement / 4-10 00 
Tableau 7 : Paramètres de la PCR nichée. 
est séché pendant 15 min à 65 °C. L' ADNg est ensuite resuspendu dans un volume de 100 µ1 
d'une solution de réhydratation de l' ADN (Promega, USA) et incubé à 65 °C pendant 1 h ou 
pendant 16 h à 4 °C. L' ADN est finalement stocké à -20 °C jusqu'à utilisation ultérieure. 
3.3.2.3 Conversion des cytosines non méthylées au bisulfite 
La conversion des cytosines non méthylées en uracile a été effectuée à l'aide du kit EZ 
DNA methylation-Gold™ Kit (Zymo Research Corporation, USA). Une conversion au 
bisulfite efficiente requiert une quantité d'ADN de départ comprise entre 200 et 500 ng 
contenue dans un volume de 20 µl. Un volume de 130 µl de d'agent de conversion CT (Zymo 
Research Corporation, USA) est ajouté à l' ADN dilué. Les échantillons sont ensuite placés 
dans un thermocycleur (Eppendorf, USA) programmé pour induire une dénaturation de 
l 'ADN pendant 1 0  min à 98 °C puis une conversion au bisulfite pendant 2,5 h à 64 °C. Les 
échantillons sont ensuite transférés sur une colonne Zymo-Spin JC comportant une matrice de 
silice pré-conditionnée avec 600 µl de tampon de liaison M (Zymo Research, USA). L' ADN 
est alors isolé par affinité avec la matrice par une étape de centrifugation pendant 30 s à 10000 
g. L'ADN retenu sur la colonne est rincé en ajoutant un volume de 100 µl de tampon de 
rinçage M (Zymo Research, USA) suivi d'une étape de centrifugation pendant 30 s à 1 0000 g. 
Pour finaliser la réaction de conversion au bisulfite, l 'ADN est incubé en présence d'un 
volume de 200 µl de tampon de désulphonation M (Zymo Research, USA) pendant 20 min. 
Ce tampon est alors éliminé par une centrifugation de 30 s à 10000 g et l 'ADN est alors rincé 
deux fois par un volume de 200 µl de tampon de rinçage M. L' ADN converti au bisulfite est 
finalement élué dans un microtube de 1,5 ml avec un volume de 10 µl de tampon d'élution M 
(Zymo Research, USA). L' ADN converti est stocké à -20°C jusqu'à utilisation ultérieure. 
3.3.2.4 PCR nichée 
Suite à la faible quantité d'ADN récoltée après l'étape de conversion au bisulfite, nous 
avons opté pour une PCR nichée qui consiste à succéder 2 PCRs l'une à la suite de l'autre 
(Figure 2). Les amorces sens et anti-sens (IDT, USA) (Tableau 5) sont conçues avec 
l'algorithme Primer-BLAST (Ye et al., 2012) et vérifiées en utilisant l'algorithme Primer3 
(Untergasser et al., 2012). Les amorces sont d'abord diluées avec de l'eau nuclease free de 
manière à obtenir une concentration finale de 10 mM. La composition de la mixture 
réactionnelle pour la PCR nichée est donnée au Tableau 6 et obtenue en mélangeant les 
amorces sens et anti-sens diluées avec le Master Mix Taq BioLab contenant l'enzyme Taq 
polymérase. Un volume de 2 µl d'ADNg converti au bisulfite est ajouté à 23 µl de mix PCR 
nichée pour obtenir un volume final de 25 µl dans des microtubes PCR. Ces derniers sont 
placés dans un thermocycleur (Eppendorf, USA) dont les différents paramètres sont présentés 
au Tableau 7. Dans le contrôle négatif du premier run de la PCR nichée, l 'ADN est remplacé 
par 2 µl d'eau milli-Q. Une fois le premier run terminé, un volume de 2 µl du produit PCR est 
récolté et ajouté à 23 µl de mix du 2ème run de la PCR nichée (Tableau 6). Ce mix diffère de 
celui du premier run de la PCR nichée par son couple d'amorces. Un volume de 2 µl du 
contrôle négatif du premier run de la PCR nichée est récupéré pour constituer le contrôle 




Echantillon CTL + CTL -
(ul/puits) (ul /puits) (ul/puits) 
2 X Rapid Ligation Buffer 5 5 5 
pGEM®-T ou pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1 1 1 
Produit de la PCR nichée 2 / / 
Control insert DNA / 2 / 
T4 DNA ligase (3 Weiss units/µl) 1 1 1 
H20 nuclease free 1 1 3 
Tableau 8 : Volume des réactifs de la ligation. 
T7 .J. 
1 start 
Apa l 14  
Aat l l  20 
Sph l 26 
BstZ 1 31 
Nco l 37 
pGEM®-T Easy BstZ I 43 
Vector Not l 43 
(3015bp) Sac li 49 EcoR 1 52 
Spe l 64 
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Pst l 88 
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Figure 3 :  Carte du vecteur de pGEM-T Easy (Promega, USA). 
Le plasmide pGEM-T Easy est linéarisé et contient à ses extrémités 3' une thymidine compatible avec 
l 'adénosine ajoutée aux extrémités 3 '  du produit PCR de la PCR nichée par la TaqBioLab polymérase. Le 
vecteur pGEM-T Easy comprend un gène LacZ codant pour la p-galactosidase. Ce gène est inactivé par insertion 
du produit PCR de la PCR nichée ce qui permet d'identifier les transformants recombinés par un test 
« b lanc/bleu » sur un milieu comportant le substrat de l 'enzyme. 
3.3.2.5 Electrophorèse sur gel d'agarose 2% et purification des fragments 
d 'ADN d'intérêt 
Afin de vérifier, de manière qualitative, la présence du fragment d'ADN amplifié, le 
produit PCR est séparé par électrophorèse sur un gel d'agarose (Invitrogen, USA) 2 % préparé 
dans du tampon TBE lX (pH 8,3) (Eppendorf, USA). Le mélange est porté à ébullition puis 
un volume de 15 µl de bromure d'éthidium (un agent intercalant l' ADN) est ajouté après 
refroidissement. Le gel d'agarose 2 % est alors coulé, laissé à polymériser et disposé dans la 
cuve d'électrophorèse remplie de tampon TBE lX. Les produits PCR de la PCR nichée 
(volume total : 25 µl) sont mélangés à un volume de 5 µl de tampon de charge bleu/orange 
(Promega, USA) et déposés dans les puits du gel. 
Des marqueurs de poids moléculaire (1 kb, Promega, USA) sont utilisés pour estimer 
la taille des fragments. Une fois la migration terminée (100 V pendant 1 h), le gel est analysé 
sous rayonnement UV et la bande du gel contenant le fragment d'intérêt à la taille attendue est 
excisée, placée dans un microtube et pesée. Le produit PCR est extrait du gel d'agarose et 
purifié en utilisant le Wizard S V  Gel and PCR clean-up system kit (Promega, USA). Le gel 
d'agarose est dissout dans environ 150 µl de solution de liaison (10 µl par 10 µg de gel 
d'agarose) et incubé à 65 °C pendant 10 min, en vortexant toutes les 2 min. Le mélange est 
ensuite transféré sur une colonne S V  Minicolumn (Promega, USA). Les échantillons sont alors 
incubés pendant 1 min à TA permettant à l'ADN de se lier à la matrice de silice de la colonne. 
Après une étape de centrifugation (1 min à 16000 g), deux rinçages successifs sont effectués 
avec, respectivement, un volume de 700 et 500 µl de solution de rinçage (Promega, USA). 
L'ADN est récupéré dans un volume de 50 µl d'eau nuclease free pendant 1 min puis 
centrifugé pendant 1 min à 16000 g à TA. 
3.3.2.6 Sous-clonage dans le vecteur plasmidique pGEM®-T Easy 
La ligation est effectuée en mélangeant le produit de la PCR nichée purifié avec un 
mix de réaction de ligation (Tableau 8) contenant notamment le vecteur pGEM®-T Easy 
linéarisé (Figure 3). Les échantillons sont ensuite incubés pendant 1 6  h à 4 °C ou 1 h à TA 
afin d'obtenir un maximum de clones transformés. Le produit de ligation est stocké à -20 °C 
jusqu'à son utilisation. 
3.3.2.7 Transformation d' E. Coli DHJOB par électroporation 
Afin d'augmenter le nombre de copies du vecteur recombiné, des bactéries 
compétentes E. Coli DHl0B sont transformées par électroporation avec le produit de ligation. 
Pour ce faire, un volume de 1 µl du produit de ligation est ajouté à 50 µl de bactéries 
compétentes conservées sur glace pendant maximum 1 h. Les bactéries sont ensuite 
électroporées à 2500 V dans une cuvette d'électroporation (btx harvard apparatus ecm 399 
electroporation system, Harvard Bioscience company, USA). Une fois électroporées, les 
bactéries sont resuspendues dans 150 µl de milieu LB (Luria Bertani) (Miller, USA) liquide et 
transférées dans un microtube. Les bactéries sont ensuite étalées de façon homogène sur un 
milieu autoclavé de LB (20 g/1)/agar (Miller, USA) (1,5 g/100 ml) contenant de l'ampicilline 
( 1 00 µg/ml), du X-Gal (5-bromo-4-3-indolyl-(J-D-galactopyranoside) (50 mg/ml) (Promega, 
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Tableau 9 : Réac tifs du mix de la PCR sur colonies. 
Amorce Séquences 
pUC/M13 sens 5 ' - GTTTTCCCAGTCACGAC -3' 












Tableau 10 : Séquences du couple d'amorces (sens et anti-sens) pour la PCR sur 
colonies. 
Etapes # de cycle(s) 
Température 
Temps (sec) (TOC) 
Dénaturat 10n 1 94 30 
D énaturation 94 30 
Amplification H ybridation 25 50,8 60 
E longation 72 30 
male Elongation fi 1 72 5 
Tableau 1 1  : Para mètres de la PCR sur colonies. 
but de réaliser le test « blanc/bleu » permettant de sélectionner des clones possédant le 
plasmide recombiné (colonies blanches apparues après une incubation de 16 h à 37 °C). 
3.3.2.8 PCR sur colonies 
Afin de vérifier si la colonie blanche possède le vecteur pGEM-T® Easy recombinant, 
les colonies blanches sont prélevées stérilement et inoculées dans un milieu LB liquide 
contenant de l'ampicilline (Amp) à la concentration de 100 µg/ml. Les tubes de culture sont 
incubés pendant 16 h à 37°C avec une agitation de 250 rpm. En parallèle, ces colonies sont 
également utilisées pour effectuer une « PCR sur colonies » dans un volume de 50 µl de 
mélange réactionnel (Tableau 9) contenant un couple d'amorces pUC/M13 (IDT, USA) 
(Tableau 1 0) à l'aide d'un thermocycleur dont les paramètres d'utilisation sont détaillés au 
Tableau 1 1 .  Après amplification, le produit PCR est mélangé à un volume de 10 µl de 
tampon de charge bleu/orange (Promega, USA). Un volume de 25 µl est prélevé et disposé 
dans un puits du gel d'agarose 2 % et l 'électrophorèse est réalisée comme indiqué au point 
3.3.2.5. Les colonies révélées positives par « PCR sur colonies » sont sélectionnées pour la 
suite du travail qui consiste à extraire l' ADNp (ADN plasmidique). 
3.3.2.9 Miniprep d '  ADNp 
L'extraction d'ADNp est réalisée à l'aide du kit QIAprep® Spin Miniprep (QIAgen, 
Allemagne). D'abord, les bactéries sont isolées par centrifugation pendant 3 min à 6800 g à 
TA. Le culot de bactéries est ensuite resuspendu dans un volume de 250 µl de tampon P l  puis 
transféré dans un nouveau microtube (Qlagen, Allemagne). L'ajout d'un volume de 250 µl de 
tampon P2 permet une lyse alcaline des bactéries suivie d'un mélange par inversion. La 
neutralisation est réalisée en ajoutant au mélange un volume de 350 µl de tampon N3. Après 
une centrifugation de 10 min à 17900 g, le surnageant est récupéré et transféré sur une 
colonne QIAprep spin column qui est alors centrifugée pendant 1 min à 1000 g. La colonne 
est ensuite rincée avec un volume de 750 µl de tampon PE et à nouveau centrifugée 1 min à 
1000 g. La colonne est ensuite placée sur un nouveau microtube afin d'éluer l' ADNp dans un 
volume de 50 µ1 de tampon EB en centrifugeant pendant 1 min à 1 6000 g. L' ADNp extrait et 
purifié est finalement dosé au Nanodrop. Selon la concentration obtenue, les échantillons sont 
dilués avec de l'eau nuclease free de manière à obtenir une concentration de 1 00 ng/µl dans 
un volume final de 25 µl. Les échantillons dilués sont finalement envoyés à la firme Beckman 
Coulter Genomics (UK) pour être séquencés. 
3.4 Silençage de l'expression des DNMTs par siRNA 
3.4.1 Principe 
Nous avons utilisé l'électroporation en vue d'introduire des siRNA (short interferent 
RNA) (Movahed et Li, 2012). Une fois dans la cellule, les siRNA sont pris en charge par le 
complexe RISC, lequel dirige la dégradation de l' ARN messager cible menant à une 
diminution de l'abondance du transcrit du gène d'intérêt. Le silençage médié par le siRNA est 
détaillé à la Figure 4. 
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Figure 4 : Mécanisme de l'interférence par siRNA chez les mammifères (adapté de Mittal, 2004). 
Le silençage par RN Ai peut être médié par différents types de molécules incluant les longs dsRNAs, les shRNAs 
dérivés de plasmides ou les miRNAs endogènes en « épingle à cheveux ». Ces derniers sont clivés en duplex de 
2 1  à 23 nucléotides par l 'activité de DICER, une enzyme conservée au cours de l 'évolution. Le duplex est 
ensuite phosphorylé au niveau des extrémités 5 '. Dans le cas de siRNAs double brin synthétiques introduits dans 
la cellule en vue d'éteindre l 'expression d'un gène, celui-ci n'est pas clivé par DICER mais est tout de même 
phosphorylé aux extrémités 5 '  par une kinase (non représentée sur le schéma) consommant de l 'ATP. Ensuite, le 
siRNA formé est pris en charge par le complexe protéique nommé RISC. Ce dernier contient une hélicase qui 
déshybride le duplex siRNA d'une manière dépendante de l 'ATP. Muni du brin guide anti-sens (en rouge), RISC 
cible ! 'ARN messager d'intérêt et le dégrade grâce à son activité endoribonucléase (par la protéine Argonaute 2) 
à un unique site au niveau de l 'ARNm. A noter que cette dégradation n'a lieu qu 'à condition que l 'hybridation 
avec le transcrit cible soit parfaite. Les miRNAs s 'hybrident à une séquence 3 ' -UTR avec une complémentarité 
imparfaite au transcrit cible conduisant à la répression de la traduction du messager. La méthode de silençage 
utilisée dans le cadre du mémoire est basée sur les siRNAs. 
RNAi: RNA interference; ORF : Open Reading Frame ; RISC : RNA-induced silencing complexe; siRNA : small 
interfering RNA;  UTR : Untranslated Region; dsRNA : long double strand RNA; shRNA : Short hairpin RNA; 
miRNA : microRNA . DICER : Dicer 1 Ribonuclease type 111. 
3.4.2 Coating des plaques 6 puits 
Un volume de 2 ml de gélatine (0,25 %) diluée dans du PBS est transféré dans les 
puits d'une boîte de culture à 6 puits (10 cm2). Après 30 min d'incubation, la gélatine est 
enlevée et les puits sont séchés pendant 30 min dans une hotte à flux laminaire. Un volume de 
2,5 ml de milieu complet contenant de l'insuline (5 µg/ml) est ajouté à chaque puits. 
3.4.3 Resuspension des cellules 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll cultivés en boîte de culture 
(Coming Costar, USA) (75 cm2) sont rincés à 2 reprises avec 10 ml de PBS stérile puis 
trypsinisés à l'aide de 5 ml de trypsine/EDTA (Gibco, USA) pendant 15 min à 37 °C. Les 
cellules sont ensuite resuspendues dans 5 ml de milieu complet contenant 4 % de glycérol. 
Les cellules sont ensuite sédimentées par une centrifugation de 1 0  min à 1000 rpm. Après 
élimination du surnageant, les cellules sont resuspendues dans un volume de 35 ml de milieu 
complet contenant 4% de glycérol. Un volume d'environ 50 µ1 de la solution est prélevé pour 
réaliser un comptage cellulaire à l'aide d'une chambre de Neubauer. La densité cellulaire est 
ensuite ajustée à 2. 106 de cellules/ml. 
3.4.4 Electroporation et si lençage 
L'électroporation est effectuée à l'aide du kit Ama.xa L V-1005 (Lonza, USA). Les 
cellules sont centrifugées pendant 10 min à 1000 rpm. Les cellules sont ensuite resuspendues 
dans un volume de 100 µl d'une solution Nucleofactor adaptée à l' électroporation 
d'adipocytes 3T3-Ll. Un volume de 3,1 µl de siRNA (concentration finale : 20 nM) est ajouté 
à chacune des suspensions cellulaires. Dans le contrôle négatif, un volume de 3,1 µl de siNTP 
(Non Targeting PoofJ est ajouté aux cellules resuspendues. Les cellules sont ensuite 
transférées dans une cuvette d'électroporation Amaxa. Après électroporation, les cellules sont 
diluées dans un volume de 500 µl de milieu complet contenant de l'insuline (5 µg/ml). Les 
cellules sont ensuite ensemencées dans les boîtes de culture à 6 puits coatées à la gélatine et 
placées à 37 °C dans un incubateur contenant une atmosphère humide et 5 % CO2 • 
3.4.5 Traitement post-électroporation 
Après 24 h d'incubation, le milieu de culture de chaque puits est remplacé par 5 ml de 
milieu complet en présence ou en absence de FCCP (0,5 µM). Après 3 jours de traitement, les 
cellules électroporées sont utilisées pour des extractions d' ARN ou de protéines nucléaires. 
3.5 Analyse de l'abondance protéique par Western blotting 
3.5.1 Préparation des extraits nucléaires 
Les cellules 3T3-L l  sont cultivées dans des boîtes T75 (Coming, USA) pms 
différenciées en adipocytes selon le protocole décrit au point 3.1.2. A la fin de la 
différenciation, les cellules sont incubées pendant 72 h en présence ou en absence de FCCP 
(0,5 µM). Cette extraction peut également s'appliquer aux adipocytes transfectés avec les 
siRNA. 
Au terme des incubations, les cellules sont rincées avec 1 5  ml de PBS. Les cellules 
sont ensuite rincées à 2 reprises avec 10 ml de tampon hypotonique (Hypotonie buffer, HB 
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BSA 0 µg 1 µg 2,5 µg 5 µg 7,5 µg 1 0  µg 
Vol de BSA 0 µl 1 µl 2,5 µ1 5 µl 7,5 µl 10 µl 
Vol d'eau 10 µl 9 µl 7,5 µl 5 µl 2,5 µl 0 µl 
Vol de réactif 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 150 µl 1 50 µl 
Tableau 12  : Volume des réactifs pour les étalons du dosage de protéines selon la 
méthode de Pierce. 
Tampon d'électrophorèse MOPS (800 ml) 
Eau milli-Q 7 60 ml 
Tampon d'électrophorèse 20 X 40 ml 
Tableau 13 : Préparation du tampon d 'électrophorèse MOPS. 
I X). La membrane plasmique des cellules est ensuite fragilisée par une incubation de 20 min 
à 4°C en présence de 1 ml de tampon HB. Le gonflement des cellules est observé au 
microscope. Le tampon est décanté et les cellules sont incubées pendant 5 min en présence de 
500 µ1 de tampon de lyse NP-40 (0,5 %) (500 µl de NP-40 100 % dilué dans 19,5 ml de HB 
l X). Les lysats cellulaires sont ensuite transférés dans un microtube sur glace. Le culot de 
noyaux est ensuite récupéré par une centrifugation (1 min à 13000 rpm à 4°C) et resuspendu 
dans un volume de tampon RE (Resuspension Buffer) ( 4 ml de glycérol 87 % dans 16 ml de 
HB I X) équivalent au volume occupé par le culot ( environ 50 µl). La suspension nucléaire est 
répartie dans 2 microtubes. Pour déterminer l'abondance protéique, un volume de 100 µl de 
tampon DLA (DIGE labelling buffer) est additionné de 4 µl de PIC (Protease Inhibitor 
Cocktail) et 4 µ1 de PIB (Phosphatase Inhibitor Bujfer). Pour le dosage de l'activité DNMTs, 
un volume de 100 µl de tampon SA (4 ml de glycérol 87 % et 4 ml de NaCl dans 12 ml de HB 
I X) est utilisé. Des aliquots de ces échantillons sont stockés à -70 °C. 
3.5.2 Dosage des protéines nucléaires par la méthode du réactif de Pierce 660 nm 
Pour le dosage protéique BCA (Pierce, Thermo Scientific, USA), une courbe de 
concentration pour un standard protéique d'albumine bovine sérique (ASB) ( l µg/µl) est 
d'abord préparée. Les standards sont ensuite dilués selon le Tableau 12  pour couvrir un rang 
de concentrations allant de O à 10 µg/ml. Pour les échantillons, un volume de 2 µl 
d'échantillon d'extrait nucléaire est dilué dans 8 µl d'eau milli-Q et transféré dans les puits 
d'une plaque à 96 puits (Greiner Bio-1, Germany). Le tampon de resuspension de 
l'échantillon (RE ou DLA) est utilisé pour le blanc. Ensuite, un volume de 150 µl de réactif de 
la solution de Pierce (660 nm) est ajouté aux échantillons ou aux standards dilués. Au terme 
de 5 min d'incubation, l'absorbance du produit de réaction est mesurée dans un 
spectrophotomètre (Bio-rad, USA) à une longueur d'onde de 660 nm. La concentration 
protéique est calculée à partir de la droite d'étalonnage. 
3.5.3 Préparation des échantillons 
L'analyse de l'abondance des DNMTs en Western blot est réalisée sur un équivalent 
de 15 µg de protéines pour un volume final de charge de 15 µl contenant un quart de volume 
de bleu de charge NuPage LDS Sample Buffer et un vingtième de volume de DTT 
(dithiothréitol) I M. Le Sample Bujfer contient du glycérol, lequel permet d'alourdir 
l'échantillon et de faciliter la charge de ce dernier dans les puits du gel d'électrophorèse. La 
rupture des ponts disulfures des protéines est assurée par le DTT. Chaque échantillon étant 
porté au volume de 15 µl avec de l'eau distillée. Les échantillons sont ensuite chauffés 
pendant 1 0  min à 70 °C pour dénaturer les protéines puis centrifugés brièvement avant d'être 
chargés dans les puits du gel dont le pourcentage d'acrylamide est choisi en fonction de la 
taille de la protéine à analyser. 
3.5.4 Préparation du gel NuPage et chargement des échantillons 
Les puits du gel sont rincés avec de l'eau distillée puis avec du tampon 
d'électrophorèse MOPS I X  (Invitrogen, USA) requis pour la séparation de protéines de taille 
supérieure à 50 kDa. Le gel est placé et fixé dans une cuve d'électrophorèse. La cuve 
extérieure est remplie à moitié avec le tampon d'électrophorèse MOPS I X  (Tableau 13) et la 
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Tampon d'électrophorèse + antioxydant (200 ml) 
Tampon I X  200 ml 
Antioxydant NuPage 500 µl 
Tableau 14  : Préparation du tampon d'électrophorèse et de 
l 'antioxydant. 
Tampon de transfert (200 ml) 
Tampon de transfert NuPage 10 ml 
Méthanol 40 ml 
Antioxydants NuPage 200 µ1 
Tableau 1 5  : Préparation du tampon de transfert NuPage. 
PBS 
NaCl (Merck, Allemagne) 150 mM ; pH 7,4 
KH2PÜ4 (Merck, Allemagne) l 00 mM 
K2HPO4 (Merck, Allemagne) l 00 mM 
Tableau 16 : Composition du Phosphate Saline Bu/fer (PBS). 
cuve intérieure est remplie totalement avec du tampon d'électrophorèse I X  contenant de 
l'antioxydant (Invitrogen, USA) (Tableau 14). Les échantillons sont ensuite chargés dans les 
puits du gel. Un volume de 7 µl d'un étalon de poids moléculaire See Blue Plus 2 Standard 
(Invitrogen, USA) est également chargé dans un des puits afin de pouvoir estimer le poids 
moléculaire des bandes correspondantes à la protéine d'intérêt. 
3.5.5 Transfert semi-sec des protéines sur une membrane PVDF 
Des papiers Wattman (Marcherey-Nagel, Allemagne) d'une surface comparable à 
celle du gel (8 x 9 cm2) et une membrane PVDF (Milipore, USA) (8 x 9 cm2) hydrophobe 
sont préparés. Les papiers Wattman sont imbibés de tampon de transfert NuPage (Tableau 
15) alors que la membrane est hydratée pendant 1 min dans du méthanol puis équilibrée dans 
du tampon de transfert pendant au moins 5 min. Lorsque la migration des échantillons est 
terminée, le gel est démoulé et le gel concentrateur ainsi que le bleu de charge résiduel sont 
éliminés. Dans un appareil de transfert, un montage en « sandwich » est réalisé (gel et 
membrane PVDF hydratée insérés entre 2 papiers Wattman et une éponge imbibée de tampon 
de transfert). Le transfert est assuré par le passage d'un courant électrique de 72 mA 
(lmA/cm2) pendant 2 h. 
3.5.6 Blocage de la membrane 
Une fois le transfert terminé, le montage est démoulé et la membrane est récupérée et 
bloquée avec une solution bloquante Odyssey Infrared Imaging System Blocking Bu.fier (Licor 
Biosciences, USA) diluée 2 fois dans du PBS (Tableau 1 6) pendant 1 h à TA ou 16 h à 4 °C. 
Cette étape permet de limiter la liaison aspécifique des anticorps et par conséquent de limiter 
le bruit de fond lors du scan de la membrane. 
3.5.7 Incubation de la membrane avec les anticorps primaires et secondaires 
La solution d'anticorps primaires dirigés contre la protéine d'intérêt est diluée de 
manière appropriée dans la solution bloquante Licor non diluée et contenant 0,1 % de Tween 
20 (Bio-Rad, USA). La membrane est incubée en présence de l'anticorps primaire (anti 
DNMT3a, 1 OOOX, Abcam, USA) pendant 1 h à TA ou pendant 16 h à 4 °C. La membrane est 
ensuite rincée à 4 reprises pendant 5 min avec du PBS contenant 0, 1 % de Tween 20. Ensuite, 
la membrane est incubée pendant 1 h à TA en présence de l'anticorps secondaire conjugué à 
un fluorochrome (anti IgG lapin IR DYE 680 RT, 10000 X, Licor Biosciences, USA) dans la 
solution bloquante Licor contenant 0, 1 % de Tween 20. Après l 'incubation, la membrane est 
rincée à 4 reprises avec du PBS contenant 0,1 % de Tween 20. La membrane est placée sur un 
papier Wattman entre deux films plastiques et finalement séchée pendant 30 min à 37 °C à 
l'abri de la lumière. 
3.5.8 Révélation et quantification 
La membrane est alors placée dans un scanner (Odyssey Licor), le scan de la 
membrane est réalisé à l 'aide du programme Odyssey, lequel est capable de mesurer 
l 'intensité de la fluorescence émise par le fluorochrome greffé aux anticorps secondaires afin 
de visualiser les bandes correspondant à la protéine d'intérêt. 
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3.6 Dosage des activités enzymatiques DNMTs 
3.6.1 Principe 
Le dosage de l'activité des DNMTs à partir d'extraits nucléaires d'adipocytes 3T3-Ll 
a été réalisé à l'aide du kit DNMT Activity/Jnhibition assay (Active Motif, USA). 
Le principe du dosage des DNMTs repose sur un test ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) et se base sur la capacité des protéines de type MBD (Methylcytosine 
Binding Domain) telles que les protéines MECP2 ou MBD2 (Jones et al. , 1998), à reconnaître 
l'ADN méthylé et à s'y fixer. Les DNMTs présentes dans l'extrait nucléaire catalysent alors 
le transfert d'un groupement méthyle du substrat SAM sur le dinucléotide CpG des fragments 
d'ADN immobilisés au fond des puits d'une plaque 96 puits. La protéine MBD2b 
recombinante fusionnée à un tag « polyhistidines » se liera alors au motif méthylé et son 
abondance sera mesurée par une réaction calorimétrique en utilisant un anticorps 
reconnaissant le tag « polyhistidines » conjugué à une enzyme HRP (horseradish 
peroxydase). La concentration du produit formé par la réaction enzymatique sera mesurée par 
l'absorbance de la solution à 450 nm et directement proportionnelle au degré de méthylation 
de l' ADN et donc à l'activité de méthylation par les DNMTs. 
3.6.2 Préparation des échantillons 
Les cellules 3T3-L l sont cultivées dans des boîtes T75 (Coming, USA) pms 
différenciées en adipocytes suivant le protocole décrit au point 3 . 1 .2 .  A la fin de la 
différenciation, les cellules sont incubées pendant 72 h en présence ou en absence de FCCP 
(0,5 µM). Des extraits nucléaires sont ensuite préparés selon le protocole décrit au point 3.5.1 
en vue de réaliser le dosage de l'activité des DNMTs. Le dosage protéique a été réalisé selon 
le protocole décrit au point 3.5.2 . Pour le dosage de l'activité des DNMTs, i l  est recommandé 
d'utiliser entre 0,5 µg et 1 0  µg de protéines nucléaires par test (Active Motif, USA). Un 
volume correspondant à une quantité de 5 µg de protéines nucléaires est donc ajouté au 
tampon enzymatique complet pour obtenir un volume final de 100 µ1. Les échantillons sont 
gardés sur glace en attendant le dosage de l'activité des DNMTs. 
3.6.3 Préparation de la courbe standard 
Au fond des puits sont immobilisés des fragments d'ADN enrichis en CpG. Un 
volume de 100 µl de tampon enzymatique complet AMI est ajouté à chaque puits. Une 
courbe standard est ensuite préparée par dilution sériée de l'enzyme méthyltransférase fournie 
avec le kit (Active Motif). Les puits servant de blanc contiennent seulement un volume de 1 00 
µl de tampon enzymatique complet AMI .  
3.6.4 Dosage des activités DNMTs 
Une fois 28 µl d'extraits nucléaires ou de standard ajoutés à un volume de 72 µl de 
tampon enzymatique complet AMI, la réaction de méthylation se déroule pendant 2 h à 3 7 °C 
avec une agitation modérée (100 rpm) sur un plateau rotatif. Après l'incubation, le mélange 
réactionnel est décanté et les puits sont rincés à 3 reprises avec un volume de 200 µl de 
solution de rinçage AMI IX  (Active Motif). Ensuite, un volume de 100 µ1 d'une solution 
contenant la protéine polyHis-MBD2b (Active Motif) est ajouté à chaque puits. La liaison de 
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Tube Standard TET (µl) 
Tampon Concentration finale 
en n / I 
1 1 39 0,05 
2 1 9 0,20 
3 1 3 0,50 
4 2 2 1 ,00 
5 4 0 2,00 
Tableau 17 : Préparation des solutions standards pour le dosage de l'activité TET. 
la protéine aux motifs méthylés est permise suite à une incubation de 45 min à TA et sous 
agitation légère (100 rpm) sur un plateau rotatif. Les puits sont ensuite rincés 3 fois avec un 
volume de 200 µl de solution de rinçage AM3 (Active Motif). Ensuite, un volume de 100 µl 
d'anticorps anti-polyHis-HRP (Active Motif) dilués dans du tampon de liaison de l'anticorps 
AM3 est ajouté aux puits pendant 45 min avec une agitation modérée (100 rpm) sur un 
plateau rotatif. Au terme de l'incubation, les puits sont rincés avec un volume de 200 µl de 
tampon de rinçage AMl .  Après un rinçage, un volume de 100 µl de solution de révélation 
(Active Motif) est ajouté à chaque puits. Après 7 min d'incubation à l'obscurité, la réaction 
colorimétrique est arrêtée par l'addition d'un volume de 100 µl de solution d'arrêt de la 
réaction (Active Motif). En présence de l'acide, la couleur bleue du produit de réaction vire au 
jaune. L'absorbance du produit de réaction est alors mesurée au spectrophotomètre à 450 nm 
(Bio-Rad, USA) (longueur d'onde de référence de 660 nm). L'activité des DNMTs des 
différents échantillons est enfin calculée suivant l'équation ci-dessous, après avoir calculé la 
moyenne des doubles techniques de dosage et des blancs 
DNMT activity (A/h/µg) = (A moyenne de l'échantillon -A moyenne du blanc) X 1000 
(Quantité de protéines (µg) X temps d'incubation (h)) 
3.7 Dosage des activités TETs 
3.7.1 Principe 
Le dosage de l'activité des enzymes TETs a été réalisé à partir d'extraits nucléaires 
d'adipocytes 3T3-Ll à l'aide du kit TET Hydroxylase Activity Quantification Kit (Abcam, 
USA). Le principe du dosage repose sur l'hydroxylation par les enzymes TETs du substrat 
méthylé fixé au fond des puits d'une plaque 96 puits fournie dans le kit. Le produit 
hydroxyméthylé est ensuite reconnu par un anticorps spécifique. L'ajout d'un anticorps de 
détection et d'une solution de développement permettra enfin de mesurer l'absorbance qui 
sera directement proportionnelle à l'activité des enzymes TETs. 
3.7.2 Préparation des échantillons 
Les cellules 3T3-Ll sont cultivées dans des boîtes T75 (Coming, USA) pms 
différenciées en adipocytes suivant le protocole décrit au point 3 .1 .2. A la fin de la 
différenciation, les cellules sont incubées pendant 72 h en présence ou en absence de FCCP 
(0,5 µM). Des extraits nucléaires sont ensuite préparés selon le protocole décrit au point 
3.5.1 .  Le dosage protéique a été réalisé selon le protocole décrit au point 3.5.2. 
3.7.3 Préparation de la courbe standard de l'activité des TETs 
D'abord, un volume de 1 µl de standard TET fourni par la firme est ajouté à un 
volume de 9 µ1 de tampon enzymatique TET complet. Ensuite, les solutions standards sont 
préparées suivant le Tableau 1 7. 
3.7.4 Dosage de l 'activité des enzymes TETs 
Un volume de 80 µ1 de solution de liaison est ajouté à chaque puits de la plaque 96 
puits fournie dans le kit. Ensuite, un volume de 2 µl de substrat TET est ajouté dans chaque 
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puits (blanc et échantillons). Un volume de 1 µl de standard TET dilué est ajouté aux puits 
standards correspondant. La plaque est agitée, couverte d'un film plastique puis incubée 
pendant 90 min à 37°C. Après l'incubation, le mélange réactionnel est éliminé et les puits 
sont rincés 3 fois avec un volume de 1 50 µl de tampon de rinçage. Ensuite, un volume de 50 
µl de tampon enzymatique TET complet est ajouté dans les conditions « blanc » des standards 
et standards. Afin d'obtenir 5 µg de protéines d'extraits nucléaires dans les puits échantillons, 
un volume de 3 µl d'échantillon est utilisé et complété par du tampon enzymatique TET 
complet pour obtenir un volume de 50 µ1. Concernant le blanc des échantillons, un volume de 
3 µl du tampon RE/SA est porté à 50 µl avec le tampon enzymatique TET complet. La 
réaction se déroule pendant 1h30 à 37 °C. Après l'incubation, le mélange réactionnel est 
éliminé et les puits sont rincés à 3 reprises avec un volume de 150 µl de tampon de rinçage. 
Un volume de 50 µl d'une solution diluée d'anticorps de capture est alors ajouté à chaque 
puits et la liaison de l'anticorps est permise pendant 60 min à TA. Au terme de l'incubation, le 
mélange réactionnel est éliminé et les puits sont rincés à 3 reprises avec un volume de 150 µl 
de tampon de rinçage. Un volume de 50 µl d'une solution d'anticorps de détection est ajouté à 
chaque puits. Les puits sont ensuite scellés avec un film plastique et incubés pendant 30 min. 
Après l 'incubation, le mélange réactionnel est éliminé et les puits sont rincés 4 fois avec un 
volume de 1 50 µl de tampon de rinçage. Un volume de 50 µl d'une solution de rehaussement 
est ajouté à chaque puits. Les puits sont ensuite scellés avec un film plastique et incubés 
pendant 30 min. Après l'incubation, le mélange réactionnel est éliminé et les puits sont rincés 
à 5 reprises avec un volume de 150 µl de tampon de rinçage. Finalement, un volume de 100 µl 
de solution de révélation est ajouté à chaque puits. Après 5 min d'incubation à l 'obscurité, la 
réaction calorimétrique est arrêtée par l'addition d'un volume de 50 µl d'une solution d'arrêt 
de la réaction à chaque puits. L'absorbance du produit de réaction est mesurée au 
spectrophotomètre à 450 nm (Bio-Rad, USA) (longueur d'onde de référence de 665 nm). 
Après avoir calculé la moyenne des doubles techniques et des blancs, l'activité des enzymes 
TETs des différents échantillons est normalisée par rapport à la quantité de protéines 
présentes dans les extraits nucléaires. 
3.8 Analyse statistique 
La signification statistique de la différence entre les groupes expérimentaux a été 
déterminée par un test T de Student ou par une ANOVAl .  Les données sont exprimées en 
moyennes +/- l'écart type. P values < 0,05 est considérée comme étant statistiquement 
significatif. 
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4 Résultats et discussion 
4.1 Effet du découplage mitochondrial sur l 'expression d'adipokines 
Depuis 1994 et la découverte de la production de la leptine par le tissu adipeux (Zhang 
et al., 1994), de nombreuses recherches se sont portées sur l'identification de nouvelles 
adipokines au point que le tissu adipeux est aujourd'hui considéré comme un organe à 
fonction endocrine (Maury et Brichard, 2010). Ce concept a été initialement proposé suite à 
l'observation d'une communication moléculaire inter-cellulaire entre des adipocytes et des 
myocytes humains en co-culture (Dietze et al., 2002). A l'heure actuelle, plus de 400 
protéines sécrétées par les adipocytes primaires humains ont été identifiées regroupant des 
cytokines classiques et des chémokines, des facteurs de croissance et de coagulation, des 
régulateurs du métabolisme des lipoprotéines, et des protéines plus spécifiquement sécrétées 
par les adipocytes blancs comme la leptine ou l'adiponectine (Romacho et al., 2014). Les 
profils d'expression et de sécrétion de ces adipokines sont modifiés chez les individus obèses 
ce qui peut mener à l'apparition de symptômes caractéristiques comme l'inflammation 
modérée chronique ou contribuer au développement de maladies métaboliques comme le 
diabète de type II (Romacho et al., 2014). Ces adipokines sont donc considérées maintenant 
comme des molécules de communication entre le tissu adipeux et d'autres organes et 
pourraient être les médiateurs conduisant aux symptômes du syndrome métabolique 
(Guilherme et al., 2008). 
Bien que le découplage mitochondrial ciblé, contrôlé et assorti d'une stimulation de la 
�-oxydation des acides gras libérés par d'autres organes comme le tissu adipeux brun, les 
cellules musculaires squelettiques, cardiaques ou renales pourrait être bénéfique dans le 
contexte de la lutte contre l'obésité pour son effet bénéfique sur le métabolisme et la prise de 
poids comme l'attestent des études sur les souris transgéniques aP2-Ucpl ou des adipocytes 
3T3-Ll (Kopecky et al., 1995; Rossmeisl et al., 2005) (Tejerina et al., 2009), l'effet d'un 
découplage mitochondrial sur la fonction endocrine des adipocytes est encore peu connu. 
Des données préliminaires obtenues au laboratoire par Aurélia De Pauw révèlent 
qu'un découplage mitochondrial modéré mais chronique dans des adipocytes 3T3-Ll diminue 
l'expression et la sécrétion de plusieurs adipokines comme la leptine, l'adiponectine et la 
résistine (2010, thèse de doctorat). Une analyse transcriptomique en utilisant un damier à 
ADN (Affymetrix) suivie d'une validation par RT-qPCR ont permis de valider ces résultats. 
De plus, il est intéressant de noter que la diminution d'expression de ces adipokines obtenue 
pour des adipocytes exposés au FCCP est également observée pour des adipocytes stimulés 
par le TNFa, une cytokine pro-inflammatoire retrouvée à forte concentration dans les tissus 
adipeux blancs d'individus obèses (Maury et al., 2009). En stimulant la lipolyse, le TNFa 
induit également une réduction du contenu en TG/TAG dans les adipocytes 3T3-Ll (Green et 
al., 1994). Le TNFa, dont les effets sur la cellule adipeuse sont bien documentés (Ruan et al., 
2002) et en partie comparables à ceux obtenus pour le découplage mitochondrial est donc 
utilisé comme contrôle dans l'analyse des profils d'expression (Tejerina et al., 2009). 
Dans le but d'étendre l'analyse du profil d'expression à d'autres adipokines, 
l'abondance relative du transcrit des gènes codant pour l'angiotensinogène, l'apéline, la 
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chémérine, la TSP- 1 et le SAAl a été mesurée dans des adipocytes exposés au FCCP ou 
stimulés par le TNFa pendant 1 ,  3 ou 6 jours (Figure 1). 
Concernant la leptine, l 'adiponectine, la résistine et l 'angiotensinogène, nous pouvons 
d'abord noter que les niveaux d'expression de ces adipokines augmentent très fortement 
(induction) dans les adipocytes 3T3-L l comparés aux pré-adipocytes (Figure 1 A, C, E, G). 
De plus, l 'expression de ces cytokines est fortement et significativement diminuée dans les 
adipocytes incubés en présence de FCCP ou de TNFa et ce dès 24 h d' incubation. Cette 
diminution est maintenue pour des temps de 72 et 1 44 h d' incubation par rapport à la 
condition contrôle (adipocytes non traités) (Figure 1 B, D, F, H). 
Le niveau d'expression de la leptine augmente fortement dans les adipocytes 3T3-L l 
comparé aux pré-adipocytes (Figure lA). Il est en effet bien connu que l 'expression de la 
leptine ( et d'autres adipokines) est augmentée au cours de la différenciation cellulaire et 
qu'elle est le résultat d'une activation du facteur de transcription PP AR y et C/EBPa (Melzner 
et al. ,  200 1 ) .  De plus, dans un autre modèle de découplage, Kraus et ses collaborateurs ont 
observé un changement d'expression présentant une corrélation négative entre la leptine et 
UCP-1 (Kraus et al. ,  2005). En effet, ces auteurs montrent que la stimulation d'adipocytes 
bruns en culture avec de l 'aldostérone, un minéralocorticoïde impliqué dans la différenciation 
des adipocytes médiée par le récepteur nucléaire MR (Mineralocorticoide receptor) (Caprio et 
al. ,  2007), induit une inhibition de l 'expression d'UCP-1 d'une manière dépendante de la 
concentration alors que l 'expression de la leptine augmente considérablement (Kraus et al. ,  
2005) .  
L ' incubation d'adipocytes 3T3-L l en présence de TNFa révèle aussi son effet 
répresseur sur l ' expression de la leptine (Figure lB). Ce résultat est en accord avec l 'étude de 
Granowitz qui montre une diminution de l 'expression de la leptine d'une manière dépendante 
de la concentration en TNFa et qui propose un type de « dé-différenciation» des adipocytes 
3T3-L l en réponse aux cytokines pro-inflammatoires comme l ' IL- l r, l ' IL-6, l ' IL- 1 1 ou le 
TNFa (Granowitz, 1 997). De nouveau, une diminution de l ' expression (Ruan et al. ,  2002) et 
de l 'activité transactrivatrice de C/EBPa (Granowitz, 1 997) en réponse au TNFa pourrait être 
responsable de cette diminution de l 'expression de la leptine. 
Tout comme pour la leptine, le profil d'expression de l 'adiponectine révèle une forte 
induction de son expression dans les adipocytes 3T3-L l par rapport aux pré-adipocytes 
(Figure lC). De plus, le profil d'expression de l 'adiponectine en réponse au FCCP ou au 
TNFa est comparable à celui obtenu pour la leptine dans ces conditions (Figure lD). Il a déjà 
été montré que le traitement d'adipocytes 3T3-L l avec 20 ng/ml de TNFa conduit à une forte 
diminution de l 'expression de l ' adiponectine (Sakurai et al. ,  2008 ; Tejerina et al. ,  2009). Le 
mécanisme serait dépendant de l ' activation de la JNK (c-Jun N terminale kinase), une 
sérine/thréonine kinase capable d' induire la suppression de l ' expression de l ' adiponectine 
dans les adipocytes 3T3-L l (Kim et al. ,  2005). Le résultat de ces études est compatible avec le 
profil d'expression que nous observons en réponse au TNFa ( 1 0  ng/ml) (Figure lD). 
Une étude rapporte que l 'adiponectine est exprimée par des adipocytes bruns in vitro 
(lignée T37i) exprimant UCP-1 bien que l 'activité de découplage mitochondrial n 'a pas été 
mesurée. En revanche, l ' incubation des adipocytes bruns en présence de glucocorticoïdes et 
de ligands r-adrénergiques (lequel mime l ' exposition au froid) induit une forte répression de 
l 'expression de l ' adiponectine (Viengchareun et al. ,  2002) . Ces résultats sont en lien avec la 
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Figure 1 : Effet du TNFa ou du FCCP sur l'expression de la leptine, de l'adiponectine, 
de la résistine et de l'angiotensinogène dans les adipocytes 3T3-Ll .  
Les adipocytes 3T3-L l ont été incubés pendant 1 jour (J l ,  bleu), 3 jours (J3, rouge) ou 6 jours 
(J6, vert) avec du milieu complet en absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM FCCP (FCCP) 
ou de 10 ng/ml TNFa (TNFa). A la fin du traitement, une extraction d'ARN total et une 
reverse transcription des ARNm en ADNc ont été réalisées dans le but d'évaluer l'abondance 
du transcrit des différentes adipokines candidates par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés 
en abondance relative du transcrit par rapport aux adipocytes non traités (DIFF) incubés dans 
un milieu complet pendant 72 h (A, C, E, G), pendant 24 h après la fin de la différenciation 
(Jl )  (B, D, F, H). Le transcrit de TBP ("TATA-box binding protein") a été utilisé en tant que 
« house keeping gene ». Les résultats représentent la moyenne ± 1 écart type. Chaque colonne 
représente la moyenne de 3 expériences indépendantes (excepté pour la condition 1 jour de 
traitement (graphique B, D, F, H) pour laquelle 2 réplicats ont été analysés). *P < 0,05; **  P 
< 0,01 et * **  P < 0,001 ; significativement différent de la condition DIFF. 
diminution de l'expression de l'adiponectine observée suite au découplage mitochondrial 
induit par le FCCP (Figure lD). Au niveau transcriptionnel, la stimulation de PPARy avec 
des ligands est connue pour réguler positivement l'expression de l'adiponectine (Rangwala et 
Lazar, 2004). Ainsi, la diminution d'expression de l'adiponectine observée en réponse au 
FCCP pourrait provenir d'une inhibition de l'activité de PP ARy ou d'une altération de son 
recrutement au site de liaison suite à un remodelage de la chromatine. 
Comme précédemment montré dans la littérature au cours de l'adipogenèse (Steppan 
et al., 2001 ), nous observons que le niveau d'expression de la résistine dans les adipocytes est 
très supérieur à celui des pré-adipocytes (Figure lE). Concernant l'effet du traitement au 
TNFa qui provoque une répression de l'expression de l'adipokine (Figure l F), Fasshauer et 
ses collaborateurs ont également montré une réduction de l'expression de la résistine dans les 
adipocytes 3T3-L l incubés en présence de TNFa (Fasshauer et al., 2001). Nous montrons en 
plus que la diminution d'expression est maintenue au cours de la période d'incubation 
pendant au moins 6 jours. 
Concernant l'effet du découplage mitochondrial sur l'expression de la résistine, une 
diminution hautement significative est observée et ce quel que soit le temps d'incubation des 
cellules avec le FCCP (Figure l F). En lien avec le découplage physiologique dû à l 'activation 
d'UCP-1, l'expression de la résistine diminue aussi fortement dans le tissu adipeux brun 
murin de souris mâles C57BL/6J (Steppan et al., 2001). De plus, la stimulation d'adipocytes 
bruns avec des ligands �-adrénergiques, mimant une exposition au froid, induit également une 
diminution de l'expression de la résistine (Viengchareun et al., 2002). 
L'expression de l'angiotensinogène est également plus élevée dans les adipocytes 
3T3-L l par rapport aux pré-adipocytes (Figure l G), un résultat en accord avec une étude qui 
révèle une augmentation de l'expression et de la sécrétion de l'angiotensinogène au cours de 
la différenciation des adipocytes (Saint-Marc et al., 2001). Une diminution de l'expression de 
l'angiotensinogène est également observée en réponse à une stimulation par le TNFa ou le 
FCCP (Figure 1 H), des données en accord avec la littérature pour la stimulation par la 
cytokine pro-inflammatoire (Ruan et al., 2002). 
En accord avec le profil d'expression de l'angiotensinogène en réponse à l'induction 
d'un découplage mitochondrial (Figure l H), il a été montré que l'expression de 
l'angiotensinogène est réprimée dans des adipocytes bruns différenciés (Kajimura et al., 
2008). Ces auteurs se sont particulièrement intéressés au mécanisme de régulation 
transcriptionnelle dans ces conditions et suggèrent que le facteur de transcription PRDM16 
serait un régulateur majeur de l'expression génique au sein de la graisse brune. En effet, en 
complexe avec le co-répresseur CtBP (C-terminal-binding protein), PRDM16 diminue 
l'expression des gènes spécifiques des adipocytes blancs comme l'angiotensinogène ou la 
résistine alors que l'interaction entre PRDM 16 et le co-activateur PGC-1 a favoriserait 
l'expression de gènes spécifiques des adipocytes bruns comme UCP-1 (Kajimura et al., 2008). 
Vernochet et ses collaborateurs sont arrivés à la même conclusion dans un modèle de « trans­
différenciation » des adipocytes blancs en adipocytes bruns par traitement à la troglitazone, un 
ligand synthétique de PPARy (Vernochet et al., 2009). 
Suite à l'induction d'un découplage mitochondrial, et bien que diminuée, aucun 
changement significatif de l'expression de l'apéline n'est observé en réponse au FCCP après 3 
ou 6 jours de traitement. Le point expérimental 24 h ne comportant que deux échantillons ne 
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Figure 2 :  Effet du TNFa ou du FCCP sur l'expression de l'apéline, de la 
thrombospondine-1 ,  du sérum amyloïd Al et de la chémérine dans les adipocytes 3T3-
Ll .  
Les adipocytes 3T3-L l ont été incubés pendant 1 jour (J I ,  bleu), 3 jours (J3, rouge) ou 6 jours 
(J6, vert) avec du milieu complet en absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM FCCP (FCCP) 
ou de 10 ng/ml TNFa (TNFa). A la fin du traitement, une extraction d'ARN total et une 
reverse transcription des ARNm en ADNc ont été réalisées dans le but d'évaluer l'abondance 
du transcrit des différentes adipokines candidates par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés 
en abondance relative du transcrit par rapport aux adipocytes non traités (DIFF) incubés dans 
un milieu complet pendant 24 h après la fin de la différenciation (J I ). Le transcrit de TBP 
("TATA-box binding protein") a été utilisé en tant que « house keeping gene ». Les résultats 
représentent la moyenne ± 1 écart type. Chaque colonne représente la moyenne de 3 
expériences indépendantes ( excepté pour la condition 1 jour de traitement) pour laquelle 2 
réplicats ont été analysés). * P < 0,05; ** P < 0,01 et *** P < 0,001 ; significativement 
différent de la condition DIFF. 
permet pas de réaliser de test statistique, malgré une forte diminution de l 'expression de 
l 'apéline par les cellules incubées en présence de FCCP (Figure 2). 
L'effet du TNFa sur l 'expression de l 'apéline semble dépendre du temps d'incubation 
puisqu'un traitement prolongé semble diminuer significativement son expression, après 6 
jours d'incubation (Figure 2). Remarquons que la petite sur-expression temporaire au cours 
des 24 h pourrait ne pas être un artéfact puisqu'une étude montre qu'une incubation 
d'adipocytes murins 3T3F442A en présence de TNFa (10 ng/ml) pendant 8 h induit une 
augmentation significative de l 'expression de l'apéline par rapport aux adipocytes 3T3F442A 
non traités (Daviaud et al., 2006). Connaissant la corrélation positive qui existe entre 
l 'accumulation de TNFa dans le tissu adipeux et la résistance à l 'insuline (Guilherme et al., 
2008) et sur base des propriétés hypoglycémiantes de l 'apéline (Zhu et al., 2011), une 
diminution de l'expression de l 'apéline suite à une incubation prolongée en présence de TNFa 
pourrait contribuer à l ' installation de la résistance à l 'insuline dans les tissus périphériques 
chez les individus obèses. 
Le profil d'expression de la TSP- 1 ne présente aucune augmentation significative en 
réponse au TNFa ou au FCCP par rapport aux adipocytes non traités (Figure 2). La TSP-1 est 
connue pour exercer son action pro-inflammatoire en recrutant des macrophages au sein des 
tissus adipeux blancs d'individus obèses (Vanna et al. , 2008). Nous montrons que 
l ' incubation d'adipocytes 3T3-Ll en présence de TNFa ou de FCCP ne conduit pas à une 
augmentation significative de l 'expression de la TSP-1 (Figure 2). Notons qu'une étude 
récente a rapporté que la stimulation d'adipocytes 3T3-Ll avec le TNFa n 'affecte pas le 
niveau d'expression de la TSP-1 (Kong et al. , 2013), ce qui est en accord avec le profil 
d'expression obtenu en réponse au TNFa. 
L 'expression du SAAl est fortement induite en réponse au TNFa mais pas en réponse 
au découplage mitochondrial par rapport aux adipocytes contrôles (Figure 2). Ce résultat est 
en accord avec les fonctions pro-inflammatoires de SAAl puisque cette protéine augmente 
l 'expression du TNFa, de l 'IL-6 et de l 'IL-8 dans le cadre de l 'obésité conduisant à un état 
inflammatoire chronique léger au sein du tissu adipeux viscéral (Yang et al., 2006). 
Nous montrons donc un effet important du TNFa sur l 'expression de SAAI dans les 
adipocytes 3T3-Ll. Sachant que le SAAI active la lipolyse dans les adipocytes 3T3-Ll suite à 
une diminution d'expression de régulateurs adipogéniques comme C/EBP�, C/EBPa, 
PPARy2, GLUT4, FABP4 et périlipine (Chen et al. , 2008 ; Filippin-Monteiro et al. , 2012), il 
est possible que la diminution du contenu en TG/TAG observée dans les adipocytes 3T3-L l 
en réponse au traitement au TNFa (Tejerina et al. , 2009) soit médiée, en partie du moins, par 
cette sur-expression de SAAl. Ainsi, l 'expression différentielle de SAAl entre les adipocytes 
incubés en présence de FCCP ou de TNFa (Figure 2) pourrait représenter un exemple de 
mécanisme moléculaire propre au TNFa dans l 'induction de la « dé-différenciation ». 
Finalement pour la chémérine, le niveau d'expression augmente dans les adipocytes 
stimulés par le TNFa après 3 jours de traitement (Figure 2). Parlee et ses collaborateurs 
montrent également que l 'expression de la chémérine est activée dans les adipocytes 3T3-Ll 
incubés en présence de TNFa (Parlee et al. , 2010). Cet effet stimulateur du TNFa sur 
l 'expression de la chémérine a également été rapporté dans des adipocytes viscéraux humains 
(Catalan et al. , 2013). 
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En réponse au découplage mitochondrial induit par le FCCP, aucun changement 
significatif d'expression de la chémérine n'est observé au cours de la période de traitement 
(Figure 2). La régulation de l'expression de la chémérine dans le tissu adipeux brun activé 
par le froid ou par un régime alimentaire riche en graisses chez des souris mâles NMRI a été 
récemment examinée par l'équipe de Nedergaard (Hansen et al., 2014). Les auteurs ont 
notamment associé une répression de l'expression de la chémérine dans le tissu adipeux brun 
interscapulaire activé en réponse à une diminution de la température environnementale, 
induisant une augmentation de l'expression d'UCP-1. Une diminution de l'expression de la 
chémérine a également été mesurée dans le tissu adipeux blanc inguinal connu pour former 
des adipocytes beiges en réponse à une exposition au froid. En revanche, l'expression de la 
chémérine augmente chez des souris mâles NMRJ nourries avec un régime riche en graisses 
(Hansen et al., 2014). Cette augmentation d'expression pourrait être expliquée par une 
élévation de la concentration en TNFa plasmatique dont l'effet stimulateur sur l'expression de 
la chémérine dans les adipocytes est connu (Figure 2) (Parlee et al., 2010). 
4.2 Effet du découplage mitochondrial sur l'activité enzymatique des 
DNMTs et des HDACs 
Une donnée préliminaire importante obtenue par le laboratoire montre que l'induction 
d'un découplage mitochondrial dans les adipocytes 3T3-L l entraine une diminution 
significative de l'activité transactrivatrice du facteur de transcription PPARy (Tejerina et al., 
2009). En vue de limiter la diminution de l'expression des adipokines étudiées induite par le 
traitement au FCCP, les adipocytes 3T3-Ll ont été traités avec le FCCP et incubés en 
présence ou en absence d'une combinaison de deux activateurs de PPARy et de RXR : la 
rosiglitazone, un agoniste de PPARy et l'acide 9 cis-rétinoïque, un agoniste de RXR, le 
partenaire d'hétérodimérisation. De manière surprenante, l'incubation en présence des deux 
ligands, qui activent bien le facteur PPARy, ne limite pas la diminution de l'expression de la 
plupart des gènes cibles de PPARy, tels que les gènes codant pour les adipokines étudiées 
dans le cadre de ce mémoire. Ces résultats suggèrent que la modulation de l'expression 
observée en réponse au FCCP pourrait provenir d'un niveau de régulation indépendant de 
PPARy. Ces données nous ont conduit à émettre l'hypothèse que l'induction d'un découplage 
mitochondrial pourrait induire des changements épigénétiques ( et/ou un remodelage de la 
chromatine) capables de contrôler l'expression des gènes codant pour les adipokines d'intérêt. 
L'implication de la méthylation de l' ADN dans la régulation de l'activité du 
promoteur de la leptine a fait l'objet de plusieurs études que ce soit chez la souris ou chez 
l'homme. Y okomori et ses col aborateurs ont notamment montré une déméthylation globale 
de ce promoteur au cours de la différenciation des adipocytes 3T3-Ll ,  corrélée à une 
augmentation de l'abondance du transcrit du gène (Yokomori et al., 200 1 ). Le fragment du 
promoteur de la leptine analysé par les auteurs (-159 à -54 par rapport au site d'initiation de la 
transcription) comporte 8 sites CpG dont 7 sont déméthylés au cours du processus de 
différenciation alors que le site CpG localisé au sein du site de liaison de C/EBPa (-54) reste 
hautement méthylé dans les cellules différenciées. Ce site de liaison est par ailleurs très 
conservé parmi les mammifères (Stoger et al., 2006). 
Concernant la régulation épigénétique de l'expression du gène codant pour 
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Figure 3 : Effet du FCCP sur l 'activité des DNMTs et HDACs (A.-S. Gathy, mémoire, 
2013). 
Au bout des 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll ont été incubés pendant 24 ou 
72 h en présence du milieu complet en absence ("DIFF") (colonne noire) ou en présence de 
0,5 µM FCCP ("DIFF + FCCP") (colonne blanche). Le milieu est renouvelé toutes les 24 
heures. A la fin de l'incubation, l'activité des DNMTs (A.) et HDACs (B.) dans la fraction 
nucléaire des adipocytes est déterminée par un dosage enzymatique. A. Le résultat est 
exprimé comme un ratio entre l'absorbance (450 nm) normalisé par l'abondance des protéines 
nucléaires présentes et engagées dans le test (Active Motif) . Le graphe représente la moyenne 
± 1 écart-type (n = 3 échantillons indépendants pour 24 h; n = 6 échantillons indépendants 
pour 72 h). NS : non significativement différent (P > 0,05) ; * : significativement différent (P 
< 0,05) comme déterminé par un test T de Student. B. Le résultat est exprimé comme le 
pourcentage de l'activité HDACs par rapport aux adipocytes non traités. Le graphe représente 
la moyenne ± 1 écart-type (n = 2, ou 3 échantillons indépendants). NS : non significativement 
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Figure 4 : Effet du FCCP sur l'activité enzymatique des TETs dans les adipocytes 3T3-
Ll .  
Les adipocytes 3T3-Ll ont été différenciés pendant 12 jours puis incubés pendant 72 h avec 
du milieu complet en absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM FCCP (FCCP). A la fin du 
traitement, une extraction de protéines nucléaires et une resuspension dans du tampon SA ont 
été effectuées en vue d'analyser l'activité enzymatique des TETs (voir section « Matériel et 
Méthodes »). Pour chaque réplicat, les valeurs de l'activité enzymatique des TETs dans les 
adipocytes incubés en présence de FCCP ont été exprimées par rapport aux valeurs obtenues 
pour les adipocytes incubés en absence de FCCP. A la fin de l'expérience, l'absorbance 
(reflétant l'activité enzymatique) des TETs a été mesurée. Ces résultats sont exprimés en % de 
l'activité obtenue pour des adipocytes non traités (DIFF). 
été mises en évidence dans la modulation du niveau d'expression de cette adipokine comme 
l'acétylation de la lysine 9 de !'histone 3 (H3K9ac) (Sakurai et al., 2009). Chez l'homme, 
l'effet de la méthylation de l' ADN au niveau du promoteur de l'adiponectine sur la régulation 
transcriptionnelle n'est pas encore bien compris même si des études ont établi une corrélation 
négative entre la fréquence de méthylation du site CpG (-274 par rapport au site d'initiation 
de la transcription) du promoteur de l'adiponectine de leucocytes périphériques, et le 
développement de l'obésité associé à la résistance à l'insuline observés sur une cohorte de 
106 adolescents (Garcia-Cardona et al., 2014). Un autre site CpG (-74) a été retrouvé dans le 
promoteur de l'adiponectine mais aucune association n'a pu être établie entre sa fréquence de 
méthylation et la résistance à l'insuline (Garcia-Cardona et al., 2014). Récemment, Houde et 
ses collaborateurs ont montré que le pattern de méthylation entre le tissu adipeux viscéral, le 
tissu adipeux sous-cutané et les cellules sanguines humaines est similaire pour les différents 
sites CpG analysés (Houde et al., 20 14). 
A la vue de ces connaissances très fragmentaires portant sur la régulation épigénétique 
de l'expression d'adipokines, nous émettons l'hypothèse qu'une modification de la régulation 
épigénétique de l'expression de plusieurs adipokines survient dans les adipocytes en réponse 
au découplage mitochondrial provoqué par une incubation en présence de FCCP. Ces 
conditions pourraient donc résulter d'une modification de l'activité et/ou du recrutement des 
enzymes capables de modifier l'état de méthylation de l'ADN et/ou de la chromatine comme 
les DNMTs, les HDACs ou les TETs. Cette hypothèse est soutenue par le fait que l'activité 
des DNMTs dans les adipocytes exposés au FCCP est significativement augmentée (Figure 
3A) après 72 h de traitement. Une augmentation de l'activité des HDACs (Figure 3B) a 
également été observée après 72 heures d'incubation en présence de FCCP (A.-S. Gathy, 
mémoire, 2013). Bien que la variabilité soit importante, l'induction d'un découplage 
mitochondrial semble également diminuer l'activité des enzymes TETs après 72 h 
d'incubation des adipocytes 3T3-Ll  en présence de FCCP (Figure 4). 
L'augmentation d'activité globale des DNMTs et des HDACs ainsi que la possible 
diminution de l'activité des TETs dans les adipocytes incubés en présence de FCCP suggère 
que l'induction d'un découplage mitochondrial pourrait mener à des changements d'activité 
enzymatique potentiellement compatibles avec des modifications épigénétiques de l' ADN 
dans le promoteur de gènes codant pour plusieurs adipokines. C'est ce que nous avons tenté 
de vérifier dans la suite de ce travail. 
4.3 Effet du découplage mitochondrial sur l 'abondance relative du 
transcrit des DNMTs 
Afin de rechercher si l'augmentation de l'activité des DNMTs mesurée en réponse au 
FCCP est attribuable à une augmentation de l'expression des DNMTs, nous avons décidé 
d'analyser son profil d'expression dans des adipocytes exposés au FCCP pendant 1 ou 3 jours 
d'incubation par rapport à des adipocytes non exposés à l'agent de découplage. L'analyse du 
profil d'expression révèle que les DNMTs ne semblent pas être affectées par l'induction du 
découplage mitochondrial dans les adipocytes 3T3-Ll (Figure SA, B, C). Alors que les 
adipocytes incubés en présence de TNFa, pendant 3 jours présentent une abondance relative 
du transcrit de la DNMT3a 4 fois plus élevée que les adipocytes incubés en absence de FCCP, 
l'induction d 'un découplage mitochondrial ne semble pas modifier l'expression de la 
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Figure 5 : Effet du TNFa ou du FCCP sur l'expression des DNMTs et effet du FCCP sur 
l 'abondance protéique de la DNMT3a dans des adipocytes 3T3-Ll. 
(A., B., C.) Analyse de l 'expression des DNMTs en RT-qPCR. Des adipocytes 3T3-Ll ont 
été incubés pendant 1 jour (J l ,  bleu), 3 jours (J3, rouge) avec du milieu complet en absence 
(DIFF) ou en présence de 0,5 µM de FCCP (FCCP) ou de 10 ng/ml de TNFa (TNFa). A la fin 
du traitement, une extraction d' ARNm et une reverse transcription des ARNm en ADNc ont 
été réalisées dans le but d'évaluer l'abondance relative du transcrit de la DNMTl (A.), de la 
DNMT3a (B.) et de la DNMT3b (C.) par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en abondance 
relative du transcrit par rapport aux adipocytes non traités (DIFF) incubés dans du milieu 
complet pendant 24 h après la fin de la différenciation (Jour 1 ). Pour la normalisation des Ct, 
TBP ("TATA-box binding protein") a été utilisé en tant que « house keeping gene ». Chaque 
colonne représente la moyenne de 2 échantillons. (D.) Abondance protéique de la 
DNMT3a. Les adipocytes 3T3-Ll ont été incubés pendant 3 jours avec du milieu complet en 
absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM de FCCP (FCCP). Après 3 jours de traitement, une 
extraction de protéines a été effectuée en vue d'analyser l'abondance protéique de la 
DNMT3a par western blot en fluorescence. L'immunodétection de la protéine TFIID/TBP est 
utilisée comme contrôle de charge. 
DNMT3a. Nous avons remarqué que l 'expression de la DNMT3b est plus faible par rapport à 
la DNMTl et à la DNMT3a. 
4.4 Effet du découplage mitochondrial sur l 'abondance protéique des 
DNMTs et des TETs 
Bien que l'expression des DNMTs ne soit pas ou peu affectée par l ' induction d'un 
découplage mitochondrial, nous avons décidé d'analyser l 'abondance protéique de la DNMTl 
et de la DNMT3a dans les adipocytes incubés en présence de l'agent de découplage. Nous 
observons une abondance protéique plus faible de la DNMT3a dans les adipocytes incubés en 
présence de FCCP par rapport aux adipocytes non traités (Figure 5D). Ce résultat peut 
paraître surprenant vu l'augmentation d'activité des DNMTs et indique que l 'augmentation 
d'activité observée en réponse au FCCP pourrait être causée par une MPT activatrice. 
En revanche, l 'analyse de l'abondance protéique de la DNMTl n'a pas révélé de bande 
correspondant à la DNMTl .  Ce résultat est compatible avec l 'étude de Londono Gentile et ses 
collaborateurs qui montre que la DNMTl est régulée à la baisse en fin de différenciation et 
n'est plus perceptible par western blot (Londono Gentile et al., 2013). Au même titre que la 
DNMTl ,  l 'analyse de l 'abondance protéique des 3 enzymes TETs n'a pu mettre en évidence 
leur présence dans les adipocytes 3T3-Ll (Fujiki et al., 2013). 
Ces données suggèrent que ces enzymes de remodelage de la chromatine doivent être 
davantage présentes au cours de l'adipogenèse et impliquées dans la régulation épigénétique 
de gènes adipogéniques. 
4.5 Effet du découplage mitochondrial sur la méthylation de l '  ADN 
La méthylation des îlots CpG est généralement associée à la répression de l'expression 
du gène. Près de 4000 gènes ont été identifiés comme potentiellement régulés par un 
changement de la méthylation d'îlots CpG au cours de l'adipogenèse des adipocytes 3T3-Ll 
montrant l 'importance d'analyser ces régions régulatrices (Zhu et al., 2012). Ainsi, dans un 
premier temps, nous avons recherché la présence d'îlots CpG au sein du promoteur de la 
leptine, de l 'adiponectine et de l'angiotensinogène afin d'analyser leur niveau de méthylation 
dans les adipocytes incubés en présence ou en absence de FCCP ou de TNFa.. Pour y parvenir, 
nous avons utilisé l 'algorithme « Methprimer », lequel nous a permis d'identifier la présence 
d'îlots CpG au sein du promoteur de la leptine. Le premier îlot CpG se trouve dans le 
promoteur proximal proche du site de liaison de C/EBPa. et le second est localisé dans la 
région distale du promoteur en aval du site de liaison pour PPARy (Figure 6) . Un îlot CpG a 
également été identifié dans la région distale du promoteur de l 'angiotensinogène à proximité 
d'un site de liaison de PPARy. Par contre, aucun îlot CpG n'a pu être identifié par 
l 'algorithme Methprimer dans le promoteur de l'adiponectine. 
En utilisant la conversion au bisulfite qui permet de distinguer les cytosines méthylées 
des cytosines non méthylées (Patterson et al., 201 1 ), il nous a été possible d'étudier les 
changements de méthylation de l' ADN au sein de ces différents îlots CpG dans les 
promoteurs de la leptine et de l'angiotensinogène. 
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Figure 6 : Organisation des fragments du promoteur de la leptine étudiés. 
Le promoteur du gène codant pour la leptine contient une région proximale et une région 
distale en référence au site (+ 1) d'initiation de la transcription (TSS). La région proximale (à 
droite) contient 2 sites de liaison AP-2P (-110 à -101 et +34 à +42), un site de liaison pour 
C/EBPa (-65 à -5) et un îlot CpG (-272 à -94). La région distale (à gauche) contient un site de 
liaison pour le facteur PPARy (-3957 à -3933) ainsi qu'un îlot CpG (-3854 à -3741). Les 
flèches représentent la localisation des couples de primers utilisés pour l'amplification par 
PCR nichée dans le but d'analyser le statut de méthylation de l' ADN des 2 îlots CpG putatifs. 
Le couple de primers 1 et le couple de primers 2 ont été utilisés pour l'amplification du CGI 
en aval du site de liaison de PP AR y et à proximité du site de liaison de C/EBPa, 
respectivement. Le TSS ( + 1) est symbolisé par une flèche. 
TSS : Transcription Initiation Site ; CIEBPa : CCAAT Enhancer Binding Protein alpha ; 
PP ARy : Peroxysome Proliferator Activated Receptor gamma ; CGI : CpG island. AP-2P ou 
TFAP2P : Transcriptionfactor AP-2 beta. 
4.5.1 Ilot CpG de la région proximale du promoteur de la leptine 
La première région analysée correspond à l'îlot CpG présent au niveau du promoteur 
proximal, proche du site de liaison de C/EBPa (Figure 6). L'analyse du taux de méthylation 
global de cet îlot CpG révèle une déméthylation signi ficative dans les adipocytes 3T3-Ll par 
rapport aux pré-adipocytes (Figure 7 A, 7B). Ces données sont en accord avec les résultats de 
Yokomori et ses collaborateurs qui montrent une forte diminution de la méthylation de cette 
région d'ADN au cours de l'adipogenèse (Yokomori et al. , 2002). 
De manière intéressante, une augmentation hautement significative de la méthylation 
de l 'ADN est observée dans les adipocytes incubés en présence de FCCP par rapport aux 
adipocytes contrôles (Figure 7 A, 7B). Le taux de méthylation obtenu pour les adipocytes 
traités au FCCP est comparable à celui déterminé pour des pré-adipocytes, stade auquel la 
leptine n'est pas exprimée (Melzner et al. , 2002). Ces premières données révèlent que 
l'induction d 'un découplage mitochondrial peut mener à des changements du taux global de 
méthylation du promoteur proximal de la leptine. Au même titre que le FCCP, le TNFa peut 
induire une « dé-différenciation » des adipocytes 3T3-Ll caractérisée par une diminution du 
contenu en TG/TAG et des changements d'expression génique bien que ce processus semble 
dépendre de PPARy (Tejerina et al. , 2009). C'est pourquoi, dans la seconde expérience, des 
adipocytes stimulés par le TNFa ont également été analysés pour la détermination du taux de 
méthylation global et l'analyse du profil de méthylation des 22 sites CpG (Figure 7B). 
L'incubation des adipocytes 3T3-Ll en présence de TNFa semble également induire une 
légère (re)méthylation de l'îlot CpG du promoteur proximal bien que la différence ne soit pas 
statistiquement significative par rapport au taux de méthylation retrouvé dans des adipocytes 
(Figure 7B). En accord avec la première expérience, le FCCP conduit à une augmentation 
signi ficative de la méthylation par rapport aux adipocytes non traités. La différence du niveau 
de méthylation entre les adipocytes non traités et les pré-adipocytes (~35%) (Figure 7B) est 
supérieure à celle obtenue pour l'expérience n° 1 (~ 1 5%) (Figure 7A) et pourrait 
éventuellement être expliquée par une différence dans le pourcentage d'adipocytes 
différenciés. Ces données établissent donc une corrélation négative entre le taux de 
méthylation du promoteur proximal de la leptine dans les adipocytes incubés en présence de 
FCCP et le niveau d'expression de la leptine par les cellules dans ces conditions (Figure 7). 
Ainsi, l'analyse de la méthylation globale nous permet de penser que le découplage 
mitochondrial induit par le FCCP pourrait réguler l'expression de certaines adipokines 
étudiées par des modifications épigénétiques comme la méthylation du promoteur. 
Il a déjà été rapporté que dans les pré-adipocytes (stade auquel la leptine n'est pas 
exprimée), 8 sites CpG localisés entre la position - 1 59 et -54 au sein du promoteur de la 
leptine sont hyperméthylés (> 92 %) (Yokomori et al. , 2002). Au cours du processus de 
différenciation, 7 des 8 sites CpG sont déméthylés alors que le site CpG localisé au sein du 
site de liaison de C/EBPa (-54) reste hautement méthylé dans les adipocytes 3T3-Ll, 
contrairement aux adipocytes humains où la déméthylation du promoteur est totale (Melzner 
et al. , 2002). Ce site est par ailleurs très conservé parmi les mammifères (Stoger, 2006). En 
examinant maintenant plus en détail et individuellement les 22 sites CpG dans les fragments 
d'ADN provenant d 'adipocytes non traités par rapport aux pré-adipocytes (Figure 7C), nous 
observons que 9 CpG sont hypométhylés, 1 CpG est hyperméthylé et les 1 2  autres CpG 
semblent ne pas être modifiés ou varient dans des directions opposées dans les deux 
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Figure 7 : Effet de la différenciation de pré-adipocytes en adipocytes et d'une incubation 
des adipocytes en présence de FCCP ou de TNFa sur la méthylation de l'îlot CpG à 
proximité du site de liaison de C/EBPa dans le promoteur proximal du gène codant pour 
la leptine (Lep). 
Les adipocytes 3T3-Ll ont été différenciés ou non (PA) pendant 12 jours puis incubés en 
absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM FCCP (FCCP) ou de 10 ng/ml TNFa (TNFa) 
pendant 72 h. L' ADNg a ensuite été extrait et le niveau de méthylation du promoteur du gène 
Lep a été déterminé par séquençage clonal au bisulfite suivant le protocole décrit dans la 
section « Matériel et Méthodes ». (A.-B.) Les graphiques représentent le pourcentage moyen 
de méthylation de l 'ADN de l'îlot CpG pour chaque condition testée et ce, pour deux 
expériences indépendantes. A. Le nombre de clones analysés : n = 6 pour « DIFF », 8 pour 
« FCCP », 6 pour « PA ». B. Le nombre de clones analysés : n = 5 clones pour « DIFF », 5 
pour « FCCP », 6 pour « TNFa » et 6 pour « PA ». La deuxième expérience intègre en plus 
des échantillons d'adipocytes traités pendant 72 h avec 10 ng/ml de TNFa. C.-E. Les données 
des 2 expériences sont représentées en probabilité de méthylation pour chaque site CpG (100 
% est une indication qui signifie que tous les clones analysés sont méthylés au motif CpG 
considéré). * P < 0,05 ; significativement différent comme déterminé par un test T de Student. 
expenences réalisées. Les 8 sites CpG analysés par Yokomori et ses collaborateurs 
correspondent aux sites CpG 11 à 18 de l'analyse du profil de méthylation des sites CpG 
(Figure 7C-E). Parmi ces CpG analysés, les auteurs montrent une déméthylation pour 7 CpG, 
correspondant au CpG 1 1  à 17 de notre fragment, alors que nous observons une déméthylation 
pour 6 CpG (CpG 11, CpG 13, CpG 14 ,CpG 15, CpG 16 et CpG 17). Le CpG 18 
correspondant au CpG du site de liaison de C/EBPa reste hautement méthylé après la 
différenciation (Figure 7C) ce qui est compatible avec les résultats rapportés par Yokomori et 
ses collaborateurs. Par conséquent, la méthylation du CpG au sein du site de liaison de 
C/EBPa ne semble pas affecter ni la liaison du facteur de transcription ni la régulation 
transcriptionnelle du gène codant pour la leptine dans laquelle le facteur C/EBPa jouerait un 
rôle important (Rishi et al., 2010). 
En plus du site de liaison de C/EBPa, le promoteur de la leptine contient également un 
site de liaison pour le facteur de transcription Spl (-95 à -100), également connu pour réguler 
positivement l'expression de la leptine (Mason et al., 1998 ; Pietro-Hontoria et al., 2011). Le 
CpG n°14 de notre profil de méthylation, correspondant au CpG du site de liaison de Spl ,  
montre une hyperméthylation dans les fragments d'ADN de cellules exposées au FCCP par 
rapport aux adipocytes non traités (Figure 7D). Ce site est également hyperméthylé dans les 
pré-adipocytes (Figure 7C). Ces données indiquent un possible effet répresseur de 
l'hyperméthylation du site CpG 14 dans la régulation de l'expression de la leptine. Cependant, 
bien que dans un autre contexte, en utilisant une lignée de cellules cancéreuses du poumon 
H719, Zhu et ses collaborateurs ont analysé l'effet de l'hyperméthylation de l'ADN sur la 
capacité de liaison de Spl dans le promoteur du gène p21CipI, un gène impliqué dans le 
contrôle du cycle cellulaire (Zhu et al., 2003). Les auteurs démontrent que la méthylation du 
CpG présent au site de liaison de Spl ne réduit pas la liaison du facteur de transcription Spl .  
En revanche, l'hyperméthylation présente autour du site de liaison de Spl diminue 
significativement sa capacité de liaison. Sur base de ce résultat et en regard de notre profil de 
méthylation, nous observons qu'au moins 2 sites CpG (n°13 et n°15), de part et d'autre du site 
CpG n°14, sont hyperméthylés dans les adipocytes en réponse au FCCP (Figure 7D). Ces 
données suggèrent que le découplage mitochondrial induit par le FCCP pourrait altérer la 
liaison du facteur de transcription Sp 1 médiée par une hyperméthylation des sites bordant le 
site de liaison du facteur de transcription. Cet effet potentiellement répresseur de 
l'hyperméthylation des régions bordantes pourrait également influencer la liaison de C/EBPa 
en regard des sites hyperméthylés de part et d'autre du CpG 1 8  en réponse au FCCP (Figure 
7D). Par conséquent, il pourrait être intéressant de réaliser des expériences de chromatine IP 
suivies de séquençage (ChIP-seq) dirigées contre les facteurs de transcription Spl et C/EBPa 
afin de déterminer si les changements de méthylation induits par le FCCP peuvent altérer la 
liaison de ces facteurs de transcription au niveau du promoteur de la leptine. 
4.5.2 Ilot CpG de la région distale du promoteur de la leptine 
Le taux de méthylation global de l'îlot CpG observé pour les adipocytes non traités est 
comparable à celui des pré-adipocytes. Le niveau de méthylation est également élevé pour les 
adipocytes incubés en présence de FCCP mais légèrement inférieur aux pré-adipocytes (bien 
que la différence ne soit pas significative) et aux adipocytes contrôles alors que pour le 
traitement des adipocytes avec le TNFa, on maintient une méthylation très élevée, proche de 
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Figure 8 : Effet de la différenciation de pré-adipocytes en adipocytes et d'une incubation 
des adipocytes en présence de FCCP ou de TNFa sur le taux global et le statut de 
méthylation de l 'îlot CpG en aval du site de liaison de PPARy dans la région distale du 
promoteur du gène codant pour la leptine (Lep). 
Les adipocytes 3T3-Ll ont été différenciés ou non (PA) pendant 12 jours et incubés pendant 
72 h en absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM FCCP (FCCP) ou de 10 ng/ml TNFa 
(TNFa). L' ADN génomique a ensuite été extrait et le taux de méthylation de la séquence 
entourant le site de liaison de PP AR y du promoteur du gène Lep a été déterminé par 
séquençage clonal au bisulfite en suivant le protocole décrit dans la section « Matériel et 
Méthodes ». A. Le graphique montre les résultats quantitatifs exprimés en pourcentage moyen 
de méthylation de l'ADN de l'îlot CpG à proximité du site de liaison de PPARy pour chaque 
condition testée. Les résultats représentent la moyenne ± écart type. B. Les mêmes données 
sont exprimées en pourcentage de méthylation pour chacun des 11  motifs CpG analysés. (100 
% : signifie que tous les clones analysés sont méthylés au motif CpG considéré). Le nombre 
de clones analysés : n = 5 clones pour « DIFF », 6 pour « FCCP », 2 pour « TNFa » et 9 
clones pour la condition « PA ». 
-









TCF7 TCF3 C/EBPa 
Figure 9 : Organisation de la région distale du promoteur du gène codant pour 
l' angiotensinogène. 
La région distale du promoteur contient un site de liaison pour TCF7 (-9420 à -9436), un site 
de liaison pour PPARy (-9391 à -9413), EVI l (-9238 à -9254) et le CGI (-9065 à -8817). En 
aval du CGI sont localisés un site de liaison pour MELl (-8743 à -8759), un fragment reconnu 
par TCF4 et TCF7 (-8621 à -8591), un site de liaison pour TCF3 (-8461 à -8477) et un site de 
liaison pour C/EBPa (-8394 à -8408). Les flèches représentent la localisation du couple de 
primers utilisé pour l'amplification de la PCR nichée. 
TCF : T-cell specific HMG-box transcription factor 7 ;  PPARy : Peroxisome proliferator 
activated receptor gamma ; CIEBPa : CCAAT/Enhancer binding Protein ; EVI l : Ectopie 
viral integration site 1 encoded factor, amino-terminal zinc finger domain ; MELl : MEL] 
(MDSIEVIJ-like gene 1) DNA-binding protein domain 2 ;  CGI : CpG island. 
A. 












DIFF FCCP TNFa PA 
B. 
1 20 
t 1 00 • • • • ■ ■ ■ ♦ ♦ • ■ ... 
0 ♦ À A � � À À À .... 80 � 
À ■ ■ ..c: 60 
•Q) 
40 Q) ♦ DIFF "0 ■ ■ 
� ■ FCCP 
= 20 A PA 
� -TNFa 
0 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  1 1  1 2  13 1 4  1 5  1 6  
Motif CpG 
Figure 10 : Effet de la différenciation de pré-adipocytes en adipocytes et d'une 
incubation des adipocytes en présence de FCCP ou de TNFa sur le taux global et le 
statut de méthylation de l 'îlot CpG dans la région distale du promoteur du gène codant 
pour l'angiotensinogène (Agt). 
Les adipocytes 3T3-Ll ont été différenciés ou non (PA) pendant 12 jours et traités ou non 
(DIFF) durant 72 h avec 0.5 µM FCCP (FCCP) ou 10 ng/ml TNFa (TNFa). Après 3 jours de 
traitement, 1 'ADN génomique a été extrait et le niveau de méthylation du promoteur du gène 
Lep a été déterminé par séquençage clonai au bisulfite suivant le protocole décrit dans la 
section « Matériel et Méthodes ». A. Le graphique représente le pourcentage moyen de 
méthylation de l'ADN (axe y) de l'îlot CpG pour chaque condition testée (axe x). B. Les 
mêmes données sont représentées en probabilité de méthylation de chaque motif CpG analysé 
(100 % : signifie que tous les clones analysés sont méthylés au motif CpG considéré). 6 
clones pour la condition « DIFF », 3 clones pour la condition « FCCP », 5 clones pour la 
condition « TNFa » et 6 clones pour la condition « PA ». 
100 % (Figure SA). Par conséquent, aucune différence significative n'a pu être mise en 
évidence entre les différentes conditions. Ce résultat suggère que la méthylation globale de 
l'îlot CpG de la région distale n'influence pas l'expression de la leptine. A notre 
connaissance, la méthylation de cette région dans les adipocytes 3T3-Ll n'a jamais été 
analysée en détail dans la littérature. 
Cependant, en examinant les différents motifs CpG de manière plus qualitative entre 
les différentes conditions, nous observons que seul le motif CpG n°4 est hyperméthylé en 
réponse au découplage mitochondrial ou au TNFa (Figure SB). A l'inverse, seul le motif 
CpG n°9 semble légèrement hypométhylé dans les adipocytes incubés en réponse au FCCP. 
L'effet éventuel de la déméthylation d'un unique site CpG dans un îlot CpG hautement 
méthylé sur la régulation transcriptionnelle n'est donc peut-être pas complètement à exclure. 
En effet, en utilisant des cellules mononucléaires sanguines périphériques, une étude a 
comparé le profil de méthylation de 2 régions riches en CpG dans le promoteur du gène 
codant pour l'IL-6 entre des patients souffrant d'arthrite rhumatoïde et des individus sains. Ils 
ont pu observé que la déméthylation d'un unique site CpG (-1099 par rapport au site 
d'initiation de la transcription) est corrélée au niveau d'expression de l'IL-6 suggérant que le 
statut de méthylation d'un unique CpG peut affecter la régulation transcriptionnelle (Nile et 
al., 2008). 
4.5.3 Ilot CpG de la région distale du promoteur de l' Agt 
En utilisant l'algorithme « Methprimer », un seul îlot CpG a pu être identifié au niveau 
du promoteur de l'angiotensinogène (Figure 9). Cependant, les taux de méthylation des CpG 
de ce fragment de promoteur sont très comparables pour les pré-adipocytes, les adipocytes et 
les adipocytes incubés en présence de TNFa ou de FCCP (Figure lOA). Les pré-adipocytes 
ont cependant un taux de méthylation légèrement plus faible par rapport aux autres conditions 
(Figure 1 0  A). 
Parmi les 16 motifs CpG analysés individuellement dans les adipocytes par rapport 
aux pré-adipocytes : 3 sites sont hypométhylés (CpG 7, CpG 8,CpG 1 4), 4 sites ont un niveau 
de méthylation inchangé (CpG 1, CpG 3, CpG 4, CpG 13) et 7 sites sont hyperméthylés (CpG 
2, CpG 5, CpG 6, CpG 9, CpG 10, CpG 11 ,  CpG 1 2) sont hyperméthylés (Figure 1 0  B). 
Wang et ses collaborateurs ont récemment étudié l'effet de la méthylation du 
promoteur de l'angiotensinogène chez l'humain et révèlent que les tissus présentant une 
hypométhylation du site de C/EBPa est associée avec une expression élevée de 
l'angiotensinogène. De plus, en stimulant des cellules de la glande adrénocorticale humaine 
en culture avec de l'IL-6, les auteurs ont pu associer une hypométhylation à proximité du site 
de liaison de C/EBPa et du site d'initiation de la transcription à une forte expression de 
l'angiotensinogène (Wang et al., 2014). De plus, une hypométhylation localisée autour des 
sites de liaison de C/EBPa a également été observée dans le tissu adipeux viscéral humain et 
de rat en réponse à un excès d'aldostérone circulant et à l'absorption de sel, respectivement. 
Ainsi, les auteurs suggèrent que la liaison de C/EBPa induit d'abord une augmentation de 
l'accessibilité de la chromatine suivie d'une déméthylation de l 'ADN à proximité du site de 
liaison du facteur de transcription et du site d'initiation de la transcription du promoteur de 
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Figure 11 : Organisation du promoteur proximal du gène codant pour 
l'angiotensinogène (Agt). 
Le promoteur proximal de l'Agt contient deux sites de liaison pour C/EBPa (-216 à -272 et -
161 à 175), le facteur de transcription TCF possède également un site de liaison commun (-
123 à -143 ) et le facteur de transcription TCF3 possède également un site de liaison (-89 à -
105). 
C/EBPa : CCAAT/Enhancer binding Protein, TCF : T-cell specific HMG-box transcription 
factor . 
+100 
Dans la reg1on distale du promoteur de l'angiotensinogène, le site de liaison de 
C/EBPa est localisé à plus de 400 pb de l'îlot CpG et, dans nos conditions expérimentales, 
nous n'observons pas de différence du niveau de la méthylation de l'ADN entre des 
adipocytes contrôles et des adipocytes incubés en présence de FCCP ou TNFa. En regard des 
résultats très récents de Wang et ses collaborateurs, nous avons décidé d'analyser la présence 
des sites de liaison de facteurs de transcription avec l'algorithme « Genomatix Matinspector » 
dans la région proximale du promoteur et nous trouvons 2 sites de liaison à C/EBPa (Figure 
1 1). 
4.6 Silençage des DNMTs 
4.6. 1 Optimisation de la concentration en siRNA dirigés contre DNMTl et 
DNMT3a 
Comme discuté au cours de l'introduction, le degré de méthylation de l' ADN est 
modulé par 2 classes d'enzymes : les DNMTs et les TETs. Sachant que le niveau d'expression 
de 4 adipokines (leptine, adiponectine, résistine et angiotensinogène) est significativement 
réduit et que l'activité globale des DNMTs est augmentée dans les adipocytes en réponse au 
découplage mitochondrial induit par le FCCP, il est intéressant d'analyser l'effet du silençage 
de l'expression des DNMTs sur le niveau d'expression de ces adipokines. En effet, si la sous­
expression de la leptine dans les adipocytes traités au FCCP pouvait être limitée (même 
partiellement) suite au silençage des DNMTs, nous pourrions valider l'hypothèse que la 
diminution de l'expression des adipokines observée en réponse au FCCP est associée à 
l'augmentation de la méthylation de l' ADN du promoteur de la leptine. Nous avons 
également décidé d'intégrer dans cette analyse, l'adiponectine, la résistine et 
l'angiotensinogène bien que des changements de méthylation (angiotensinogène) ou la 
présence d'îlot CpG (adiponectine) n'ont pu être observés au niveau de leur promoteur. De 
plus, la recherche de l'effet du silençage de chaque DNMT sur le profil de méthylation des 
fragments de promoteur étudiés devrait nous pern1ettre d'identifier la/les DNMT(s) 
potentiellement impliquée(s) dans la modification du pattern de méthylation de l' ADN du 
promoteur de la leptine dans les adipocytes exposés au découplage mitochondrial. 
Avant d'investiguer les effets phénotypiques du silençage des DNMTs sur le pattern 
de méthylation et l'expression des adipokines d'intérêt, une optimisation de la concentration 
en siRNA introduits dans les cellules par électroporation est requise. Pour la recherche de 
l'effet sur cible des siRNAs dirigés contre DNMT l ,  DNMT3a ou DNMT3b, différentes 
concentrations (20, 50 et 100 nM) en siRNA ont été testées. L'efficacité du silençage a été 
évaluée en déterminant l'abondance relative du transcrit de chacune des DNMTs. Comme 
contrôles, des cellules ont également été électroporées avec les concentrations 
correspondantes en siRNA NTP (Non Targeting Pool). Un deuxième contrôle est constitué de 
cellules électroporées en absence de siRNAs, permettant de mettre en évidence d'éventuels 
effets des siRNAs NTP (Figure 1 2). 
Nous observons que les siRNAs spécifiquement dirigés contre la DNMTl provoquent 
une forte diminution de l'abondance du transcrit de DNMTl  (Figure 1 2A). En effet, le niveau 
d'expression du gène DNMTl n'atteint que 1 0  % de la valeur obtenue pour des adipocytes 
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Figure 1 2  : Optimisation de la concentration en siRNA pour le silençage de la DNMTl et 
de la DNMT3a. 
Après 1 2  jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll ont été trypsinisés et transfectés par 
électroporation en présence de différentes concentrations de siRNAs (20, 50 et 1 00 nM). Le 
contrôle représente des cellules électroporées en présence de siRNAs contrôles NTP. Après 
électroporation, les cellules ont été traitées comme décrit dans la section « Matériel et 
Méthodes ». Après 3 jours de traitement, une extraction d' ARNm a été effectuée en vue 
d'analyser l'abondance du transcrit par RT-qPCR. Les résultats représentent l'abondance 
relative du transcrit de la DNMTl (A.) et de la DNMT3a (B.) par rapport à la condition 




Figure 13 : Abondance protéique de la DNMT3a dans les conditions de « silençage » des 
DNMTs. 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll ont été trypsinisés et transfectés par 
électroporation en présence de 3,1 µl de siRNAs (20 nM), dirigés contre la DNMTl (DNl), la 
DNMT3a (DN3a) ou en combinaison contre la DNMTl et la DNMT3a simultanément 
(DN1/DN3A). Le contrôle représente des cellules électroporées en absence (CTL) ou en 
présence de siRNAs contrôles NTP soit avec un volume de 3, 1 µl de siRNAs NTP (NTPa), 
soit avec un volume de 6,2 µl de siRNAs NTP (NTPb ). Après électroporation, les cellules ont 
été traitées en absence (DIFF) ou en présence de 0,5 µM de FCCP (FCCP) comme décrit dans 
la section « Matériel et Méthodes ». Après 3 jours de traitement, une extraction de protéines 
nucléaires et une resuspension finale dans du tampon DLA ont été effectuées en vue 
d'analyser l'abondance protéique de la DNMT3a par western blot en fluorescence. 
non négligeable ( 40 % pour des concentrations de 20 et 100 nM en siRNA NTP) sur le niveau 
d'expression de DNMTl .  De plus, le silençage de la DNMTl médié par le siRNA anti­
DNMTl ne semble pas affecter l'abondance du transcrit de la DNMT3a (Figure 1 2B) et de la 
DNMT3b (donnée non montrée). Pour la suite des expériences, nous avons choisi la 
concentration de 20 nM en siRNA dirigé contre DNMTl ,  une concentration également 
utilisée dans la littérature (Londono Gentile et al., 2013). 
Concernant le silençage de DNMT3a, son efficacité est inférieure au silençage de la 
DNMTl puisque nous n'obtenons pas plus de 60 % de diminution de l'abondance du transcrit 
de la DNMT3a dans ces conditions (Figure 1 2B). Néanmoins, nous postulons que le 
silençage de la DNMT3a pourrait être assez efficace pour induire une diminution de 
l'expression et de l'activité de la DNMT3a. En accord avec les résultats du silençage de la 
DNMTl ,  l'inhibition de l'expression de la DNMT3a ne semble pas avoir d'effet sur 
l'abondance des transcrits des autres DNMTs. Nous utiliserons également la concentration 20 
nM pour le siRNA dirigé contre la DNMT3a. Nous n'avons jamais pu trouver des conditions 
permettant de diminuer l'expression de la DNMT3b, son niveau d'expression étant très faible 
dans les adipocytes 3T3-L l .  
Cette recherche de l'efficacité de l'inhibition de l'expression de deux DNMTs, va 
maintenant nous permettre de tester l'effet du silençage, même incomplet, de la DNMTl et de 
la DNMT3a sur l'abondance protéique des enzymes (pour vérifier l'impact au niveau 
protéique), sur l'expression des adipokines différentiellement exprimées en réponse au FCCP, 
et sur le taux de méthylation du promoteur de la leptine. 
4.6.2 Effet du silençage de la DNMTl et de la DNMT3a sur l 'abondance 
protéique de D MTl et DNMT3a 
Comme nous ne sommes jamais parvenus à détecter DNMTl dans les adipocytes avec 
une bande à un poids moléculaire attendu, nous n'avons pas testé l'effet du silençage en 
présence de siRNAs dirigés contre DNMTl .  Dans le but d'évaluer l'effet et l'efficacité du 
silençage de la DNMT3a sur l'abondance protéique, des adipocytes 3T3-L l ont été 
électroporés en présence ou en absence de siRNAs dirigés contre DNMT3a puis incubés 
pendant 72 h en présence ou en absence de FCCP. L'abondance des DNMTs dans les extraits 
nucléaires a ensuite été déterminée par western blot (Figure 13). Nous observons que le 
siRNA dirigé contre le transcrit DNMT3a est capable de diminuer l'abondance de l'enzyme 
alors qu'un siRNA dirigé contre la DNMTl ne modifie pas son abondance. La combinaison 
des deux siRNAs diminue également l'abondance de la DNMT3a (Figure 1 3). 
4.6.3 Effet du silençage de la DNMTl et de la DNMT3a sur l 'expression des 
adipokines (leptine, adiponectine, angiotensinogène et résistine) par des 
adipocytes incubés en présence de FCCP 
Afin de tester l'effet éventuel de la diminution de l'expression des DNMTs induit par 
le silençage sur le niveau d'expression de la leptine, de l'adiponectine, de l'angiotensinogène 
et de la résistine dans les adipocytes exposés au découplage mitochondrial, les abondances 
relatives des transcrits de ces adipokines dans des adipocytes électroporés en présence de 















Figure 14 : Effet du silençage des DNMTs sur l 'expression de la leptine et de 
l' adiponectine. 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll ont été trypsinisés et transfectés par 
électroporation en présence de siRNAs à une concentration de 20 nM puis incubés en 
présence (FCCP) ou en absence (DIFF) de 0,5 µM de FCCP pendant 72 h. Le contrôle 
représente des cellules électroporées en présence de siRNAs contrôles NTP. Après 
électroporation, les cellules ont été traitées comme décrit dans la section « Matériel et 
Méthodes ». Après 3 jours de traitement, une extraction d' ARNm a été effectuée en vue 
d'analyser l'abondance relative du transcrit par RT-qPCR. Les résultats représentent 
l'abondance relative du transcrit de la leptine (A.) et de l'adiponectine (B.) par rapport à la 
condition contrôle (CTL), c 'est-à-dire des cellules électroporées en absence de siR
N
As. 
Concernant la leptine, nous observons que le silençage des DNMTs conduit à une faible 
diminution de l'expression (ne dépassant pas 20 % de réduction de l'abondance du transcrit) 
de l'adipokine dans les adipocytes par rapport au niveau d'expression de la leptine dans les 
adipocytes électroporés en absence ou en présence de siRNAs (contrôles). En comparant le 
niveau d'expression de la leptine dans les adipocytes électroporés en présence de siRNAs 
dirigés contre la DNMTl puis incubés en présence de FCCP, on peut observer que la 
diminution de l'expression de la leptine induite par le découplage mitochondrial est 
légèrement plus faible (d'environ 10 %) par rapport aux adipocytes électroporés en présence 
ou en absence de siRNAs NTP. Des effets comparables sont observés en présence de siRNAs 
dirigés contre la DNMT3a alors que le silençage de la DNMT3b ne semble pas modifier 
l'expression de la leptine par rapport aux adipocytes électroporés en absence ou en présence 
de siRNAs NTP (Figure 1 4A). Cependant, nous ne disposons que d'un seul réplicat pour ces 
analyses et il est donc impossible de conclure à un éventuel effet du silençage des DNMTs sur 
le niveau d'expression de cette adipokine. De plus, le niveau d'expression de la leptine dans 
les adipocytes incubés en présence de FCCP après avoir été électroporés en absence ou en 
présence de siRNAs contrôles (NTP) est bien supérieur au très faible niveau d'expression 
observé lors de l'analyse du profil d'expression de la leptine par des adipocytes non 
électroporés incubés en présence de FCCP (Figure 1 ). 
Concernant l 'adiponectine, les différents silençages de DNMTs testés dans les 
adipocytes contrôles ne semblent pas affecter le niveau d'expression de l'adiponectine, 
excepté le silençage de la DNMT3a qui cause une diminution de l'abondance du transcrit de 
l'adipokine de plus de 20 % dans les adipocytes (Figure 14B). Tout comme pour la leptine, 
l'effet du découplage mitochondrial dans les adipocytes 3T3-L l électroporés en absence ou 
en présence de siRNAs contrôles sur la diminution de l'expression de l'adiponectine n'est pas 
aussi sévère que celui observé pour des adipocytes non électroporés exposés au FCCP. En 
effet, la diminution d'expression de l'adipokine observée pour des adipocytes électroporés 
puis incubés en présence de FCCP est seulement de 40 % ( contre environ 90 % pour des 
adipocytes non électroporés et exposés à la molécule de découplage) (Figure 1 ). A nouveau, 
cette donnée suggère un effet secondaire de l'électroporation. Toutefois, on peut remarquer 
que, dans ces conditions, le silençage de la DNMTl dans les adipocytes avant l'exposition au 
FCCP limite partiellement (17 %) la diminution d'expression de l'adiponectine dans les 
adipocytes en réponse au découplage mitochondrial. Cet effet, n'est pas observé pour des 
siRNAs dirigés contre la DNMT3a. Ainsi, comme pour le résultat obtenu pour la leptine et 
malgré toutes les précautions à prendre sur l'interprétation des résultats, il semble que le 
silençage de la DNMTl pourrait légèrement diminuer l'effet répresseur induit par le 
découplage mitochondrial sur l'abondance relative du transcrit de l'adiponectine. 
Concernant l'angiotensinogène, le silençage des DNMTs dans les adipocytes 3T3-Ll 
ne semble pas induire de modifications du niveau d'expression de l'angiotensinogène, excepté 
dans les adipocytes présentant une diminution de l'expression de DNMTl pour lesquels on 
observe une réduction de 20 % de l'expression de l'adipokine par rapport au niveau 
d'expression dans les adipocytes électroporés en présence ou en absence de siRNAs contrôles 
(Figure 15A). En réponse au découplage mitochondrial, les adipocytes électroporés 
expriment encore l'angiotensinogène à un niveau représentant 80 % du niveau d'expression 
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Figure 15  : Effet du silençage des DNMTs sur l 'expression de l'angiotensinogène et de la 
résistine. 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-L l ont été trypsinisés et transfectés par 
électroporation en présence de siRNAs à une concentration de 20 nM puis incubés en 
présence (FCCP) ou en absence (DIFF) de 0,5 µM FCCP durant 72 h. Le contrôle représente 
des cellules électroporées en présence de siRNAs contrôles NTP. Après électroporation, les 
cellules ont été traitées comme décrit dans la section « Matériel et Méthodes ». Après 3 jours 
de traitement, une extraction d'ARNm a été effectuée en vue d'analyser l'abondance relative 
du transcrit par RT-qPCR. Les résultats représentent l'abondance relative du transcrit de 
l'angiotensinogène (A.) et de la résistine (B.) par rapport à la condition contrôle (CTL), c'est­
à-dire des cellules électroporées en l'absence de siRNAs. 
nouveau, l'effet répresseur du découplage sur l'expression de cette adipokine est beaucoup 
plus faible que celui obtenu lors de l'analyse de l'abondance du transcrit pour des adipocytes 
non électroporés et incubés en présence de FCCP (Figure 1 ) .  Cependant, alors que le 
silençage de la DNMTl dans les adipocytes tend à diminuer l'expression de 
l'angiotensinogène, l'inhibition de l'expression de la DNMTl dans les adipocytes exposés au 
FCCP non seulement prévient la diminution d'expression induite par le découplage 
mitochondrial mais aussi entraîne une augmentation de l'expression de plus de 30 % par 
rapport aux conditions contrôles. Bien qu'il faille rester très prudent, ce résultat suggère que 
la DNMTl pourrait également jouer un rôle dans le contrôle de l'expression de cette 
adipokine en réponse au découplage mitochondrial. 
Nous avons également analysé l'expression de la résistine qui présente un îlot CpG au 
niveau de son promoteur mais dont les conditions PCR pour l'amplification de la région de 
l'îlot CpG n'ont pu être optimisées. Dans les adipocytes non traités, l'expression de la 
résistine semble peu affectée par l'introduction de siRNAs dans la cellule. En revanche, le 
silençage de la DNMTl ,  mais plus encore de la DNMT3a semblent affecter l'expression de la 
résistine dans les adipocytes ce qui peut indiquer un rôle de cette enzyme dans la régulation 
de l'expression de la résistine dans les adipocytes contrôles. Tout comme pour le profil 
d'expression des 3 adipokines précédentes, l'effet du FCCP sur le niveau d'expression de 
l'adipokine par des adipocytes électroporés en présence ou en absence de siRNAs n'est pas 
aussi marqué (environ 60 % de diminution de l'expression) (Figure 15B) que pour des 
adipocytes non électroporés exposés au FCCP pendant 3 j (Figure 1 ). Cependant, encore une 
fois, dans les adipocytes incubés en présence de FCCP, le silençage de la DNMTl semble 
également limiter la diminution d'expression de la résistine induite par le FCCP puisque dans 
ces conditions, la diminution de l'abondance du transcrit n'est plus que de 25 % par rapport à 
la condition contrôle (adipocytes uniquement électroporés). Cet effet n'est pas observé dans 
des adipocytes électroporés avec des siRNAs ciblant les autres DNMTs (DNMT3a et 3b) 
(Figure 15B). 
De manière très étonnante, la conclusion essentielle de ce set d'expériences serait que 
le silençage de la DNMTl  dans des adipocytes incubés en présence de FCCP semble induire 
une diminution de l'effet inhibiteur du découplage mitochondrial sur l'expression de ces 4 
adipokines alors que la DNMTl est essentiellement connue pour réguler la méthylation de 
maintenance qui a lieu lors de la division cellulaire. Or, il est connu que l'activité mitotique 
des adipocytes 3T3-Ll s'arrête au jour 2 de la différenciation et qu'aucun effet du FCCP sur 
une éventuelle reprise de la division cellulaire des adipocytes n'a été mis en évidence par le 
laboratoire d'accueil (données non montrées). Néanmoins, il a déjà été montré que la DNMTl 
pourrait être active sur des substrats d 'ADN non méthylés et être impliquée dans la 
méthylation de nova (Feltus et al., 2002). Nos données supportent donc une éventuelle 
participation de la DNMTl dans la diminution d'expression de ces 4 adipokines observée 
dans des adipocytes exposés à un découplage mitochondrial. Il faut cependant nuancer cette 
interprétation car ces résultats révèlent aussi que l'électroporation, en elle-même, pourrait 
interférer et modifier le niveau d'expression des adipokines dans les adipocytes incubés en 
présence de FCCP suggérant un effet non spécifique et difficile à contrôler de 
l'électroporation sur l'expression des adipokines. Cette observation rend l'interprétation des 
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Figure 16  : Effet du silençage des DNMTs ou de l 'électroporation sur l'activité des 
DNMTs dans les adipocytes incubés ou non en présence de FCCP. 
A. Après 12 jours de différenciation, des adipocytes 3T3-Ll ont été trypsinisés et transfectés 
par électroporation en présence de 3,1 µl de siRNAs à une concentration de 20 nM, dirigés 
soit contre la DNMTl (DNl ), soit contre la DNMT3a (DN3a) soit ajouté en combinaison 
contre la DNMTl et la DNMT3a (DN 1 /DN3a). Le contrôle représente des cellules 
électroporées en absence (CTL) ou en présence de siRNAs contrôles NTP soit avec un 
volume de 3,1 µl de siRNAs NTP (NTPa), soit avec un volume de 6,2 µl de siRNAs NTP 
(NTPb ). Après électroporation, les cellules ont été incubées en présence de 0,5 µM de FCCP 
(FCCP) comme décrit dans la section « Matériel et Méthodes ». Après 3 jours de traitement, 
une extraction de protéines nucléaires et une resuspension finale dans du tampon SA ont été 
effectuées en vue d'analyser l'activité enzymatique des DNMTs. B. Après 12 jours de 
différenciation, les adipocytes 3T3-Ll incubés pendant 3 jours en absence (DIFF) ou en 
présence (FCCP) de 0,5 µM de FCCP ont été électroporés en absence de siRNAs (hachuré). 
Des extraits de protéines nucléaires ont ensuite été préparés en vue d'analyser l'activité 
enzymatique des DNMTs (voir Matériel et Méthodes). *P < 0,05 ; significativement différent 
comme déterminé par le test statistique T de Student (n = 3). 
supplémentaires pour déterminer si les effets obtenus sont bien réels ou font partie d'un 
« bruit de fond » lié à la variabilité expérimentale. 
4.6.4 Effet du silençage de la DNMTl et de la DNMT3a sur l'activité 
enzymatique des DNMTs dans des adipocytes incubés en présence de FCCP 
Bien que nous avons montré que le silençage de la DNMT3a est efficace se traduisant 
par une diminution de l'abondance du transcrit ayant un impact sur la diminution de 
l'abondance de la protéine (Figure 13), il est également nécessaire de vérifier que le silençage 
individuel des DNMTs se traduit par une baisse de l'activité enzymatique. De plus, le 
silençage individuel de chacune des DNMTs nous permettrait de déterminer si l'augmentation 
de l'activité des DNMTs en réponse au découplage mitochondrial implique une augmentation 
de l'activité de la DNMTl ,  de la DNMT3a ou des 2 DNMTs. Des adipocytes ont donc été 
électroporés en présence ou en absence de siRNAs dirigés contre les DNMTs puis incubés en 
présence de FCCP (0,5 µM) pendant une période de 72 h. L'activité des DNMTs a ensuite été 
dosée au moyen du kit DNMT Activity/Inhibition Assay (Active Motif) comme décrit dans la 
section « Matériel et Méthodes » (Figure 1 6A). 
L'activité DNMTs a donc ensuite été dosée dans des adipocytes électroporés en 
présence ou en absence de siRNAs contrôles ou en présence de siRNAs dirigés contre les 
DNMTs avant d'être incubés en présence de 0,5 µM en FCCP pendant 3 jours. A part un léger 
effet du siRNA dirigé contre la DNMTl ( environ 30 % de diminution mais non observé 
lorsque les cellules sont électroporées en présence de siRNAs dirigés contre la DNMTl et 
DNMT3a) (Figure 16A), le silençage des DNMTs n'a que peu ou pas d'effet sur l'activité 
DNMTs. Ce résultat pourrait s'expliquer de plusieurs manières : 1 )  la faible diminution 
d'expression des enzymes DNMTs obtenue en réponse aux siRNAs est insuffisante pour voir 
un effet sur l'activité globale des DNMTs, 2) d'autres enzymes DNMTs contribuent à 
l'activité globale mesurée ou 3) mise en place d'un système de compensation par les DNMTs 
non ciblées ou encore 4) l'électroporation diminue déjà très fortement l'activité DNMTs dans 
les cellules. Afin de vérifier cette dernière hypothèse, nous avons comparé l'activité des 
DNMTs dans des adipocytes électroporés ou non, puis incubés en présence ou en absence de 
0,5 µM FCCP (Figure 16B). Dans cette expérience, nous avons été surpris de constater que 
l'électroporation semble avoir peu d'effet sur l'activité des DNMTs dans les adipocytes, que 
ces cellules aient été incubées en absence ou en présence de FCCP. Sur base de ce résultat, il 
est impossible d'interpréter l'effet du silençage sur l'activité des DNMTs que ce soit dans des 
adipocytes ou dans les cellules incubées en présence de FCCP. La seule conclusion que nous 
pouvons tirer est que les siRNAs utilisés contre la DNMTl ou la DNMT3a affectent peu ou 
pas l'activité globale des DNMTs. 
4.6.5 Effet du silençage de la DNMTl et de la DNMT3a sur la méthylation de 
l' ADN par des adipocytes incubés en présence de FCCP 
Même si les résultats des effets du silençage des DNMTs sur l'activité globale des 
DNMTs sont peu encourageants, nous avons montré, du moins pour la DNMT3a, que le 
siRNA était efficace sur la cible puisque l'abondance de la protéine diminue (Figure 13). De 
plus, l'effet du siRNA dirigé contre la DNMTl est capable de limiter légèrement la 
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Figure 17 : Effet du silençage des DNMTs sur la méthylation de l '  ADN du promoteur 
proximal du gène Lep. 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll ont été trypsinisés et transfectés par 
électroporation en présence de 3,1 µl de siRNAs à une concentration de 20 nM, dirigés contre 
la DNMTl (DNl) ou la DNMT3a (DN3a). Le contrôle représente des cellules électroporées 
en absence (CTL) ou en présence de siRNAs contrôles NTP soit avec un volume de 3,1 µl de 
siRNAs NTP (NTPa). Après électroporation, les cellules ont été traitées en absence (DIFF) ou 
en présence de 0,5 µM de FCCP (FCCP) comme décrit dans la section « Matériel et 
Méthodes ». Après 3 jours de traitement, l' ADNg a été extrait et le niveau de méthylation de 
l'îlot CpG localisé dans le promoteur proximal de la leptine a été déterminé par séquençage 
clonai au bisulfite suivant le protocole décrit dans le Matériel et Méthodes. 
caractériser l'effet du silençage des DNMTs sur le niveau de la méthylation de l'ADN du 
promoteur de la leptine. Nous avons donc déterminé le taux de la méthylation de l' ADN du 
promoteur de la leptine par clonage et séquençage au bisulfite dans des cellules électroporées 
en présence ou en absence de siRNAs contrôles ou de siRNAs dirigés contre la DNMTl ou la 
DNMT3a puis incubées pendant 72 h en présence ou en absence de FCCP (0,5 µM). Nous 
savons que le FCCP conduit à une augmentation de la méthylation du promoteur proximal de 
la leptine, à proximité du site de liaison de C/EBPa (Figure 7). 
De manière étonnante, nous ne retrouvons plus l'effet du FCCP sur l'augmentation de 
la méthylation de l 'ADN dans des adipocytes électroporés en absence de siRNA puis incubés 
en présence de FCCP (Figure 17). Ce résultat indique probablement un effet interférentiel 
indésirable de l'électroporation. Dans ces conditions, il est impossible d'analyser les données 
pour les cellules électroporées en présence des siRNAs dirigés contre les DNMTs. Cette 
expérience devrait être refaite avec des contrôles pour permettre de comparer si 
l'hyperméthylation induite par le FCCP ne se produit plus ou si l'hyperméthylation est induite 
dans les adipocytes contrôles en réponse à l'électroporation. Les premières analyses montrent 
qu'il s'agirait d'une hyperméthylation observée dans les adipocytes électroporés mais ces 
données doivent être confirmées. 
Nous savons que l'électroporation d'adipocytes 3T3-Ll induit une perte spontanée et 
importante en TG/TAG dans les adipocytes électroporés (données non montrées). 
L'électroporation diminue également fortement la différence d'expression des adipokines 
dans les adipocytes incubés en présence de FCCP par rapport à des adipocytes contrôles, car 
le niveau d'expression de ces adipokines est déjà diminué dans les adipocytes électroporés 
(données non montrées). Ces données et effets interférentiels de l'électroporation pourraient 
résulter de changement dans la méthylation du génome en réponse à l'électroporation. En 
effet, les différentes conditions de silençage et d'électroporation en présence ou en absence de 
siRNAs contrôles analysées dans des adipocytes incubés ou non en présence de FCCP 
révèlent un niveau de méthylation du fragment de promoteur semblable à celui des pré­
adipocytes et proche de 1 00 % (données non montrées). Intégrer des pré-adipocytes dans 
l'étude du silençage des DNMTs sur la méthylation de l'ADN du promoteur de la leptine nous 
permettrait éventuellement de comparer ces résultats et d'émettre l'hypothèse que 
l'électroporation pourrait initier une sorte de « dé-différenciation » spontanée, modifiant la 
méthylation de l' ADN et rendant difficilement comparables des échantillons provenant 
d'adipocytes 3T3-Ll électroporés ou non électroporés. 
4.7 Effet d'inhibiteurs chimiques de DNMTs sur l 'expression des 
adipokines 
4.7.1 Effet de la 5-azacytidine ou du SGI-1027 sur l 'abondance des transcrits 
Nous savons que l'électroporation des adipocytes 3T3-Ll modifie la biologie des 
cellules. En effet, l'électroporation induit une perte de TG/TAG dans les cellules au cours du 
temps post-électroporation (Silvia Tejerina, communication personnelle). De plus, nos 
données sur l'étude de l'activité enzymatique des DNMTs et la méthylation de l' ADN dans 
les cellules électroporées nous permettent de penser que ce traitement a des effets non 
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Figure 18 : Structure des inhibiteurs des DNMTs utilisés. 
SG1· 1 027 
La 5-azacytidine est un analogue de la cytidine alors que le SGI-1027 est un dérivé quinolone. 
spécifiques et non désirés sur la biologie des adipocytes et leur réponse au découplage 
mitochondrial. De plus, le peu d'effet des siRNAs obtenu sur le silençage de l'expression de 
la DNMTl ou de la DNMT3a nous a conduit à une dernière approche expérimentale visant à 
rechercher l'effet éventuel de l'inhibition chimique des DNMTs sur le niveau d'expression 
des quatre adipokines étudiées (leptine, adiponectine, angiotensinogène et résistine ). Cette 
approche nous permet d'éviter l'électroporation. 
Nous avons donc décidé d'utiliser deux inhibiteurs à large spectre pour inhiber les 
DNMTs : la 5-azacytidine (5-AZA : un analogue de la cytidine) et le SGI-1027 (un composé 
de la famille des quinolones) (Figure 18). Le choix du 5-AZA peut paraître surprenant en 
raison de l'absence de division cellulaire dans les adipocytes 3T3-L l et l'impossibilité de la 
5-azacytidine de s'incorporer dans l' ADN. Cependant, cette molécule a également un autre 
mécanisme d'action puisqu'elle induirait une rapide dégradation de la DNMTl en la dirigeant 
vers la voie du protéasome comme montré dans plusieurs types de cellules cancéreuses 
(Ghoshal et al., 2005). La 5-azacytidine a déjà été utilisée dans des adipocytes 3T3-L l (Taler 
et Jones, 1974; Sager et al., 1982) et il a été montré que le traitement de pré-adipocytes avec 
la 5-azacytidine induit une accélération de la différenciation en adipocyte (Taylor and Jones, 
1979), un résultat comparable au silençage des DNMTs (Londono Gentile et al., 2013). 
Conscient de la cytotoxicité de la 5-azacytidine rapportée à plusieurs reprises dans la 
littérature (Yoo et al., 2007), nous avons opté pour l'utilisation d'un deuxième inhibiteur, le 
SGI-1027 (Figure 1 8) qui n'est pas un analogue de la cytidine et agit donc par un autre 
mécanisme (Datta et al., 2009). Le SGI-1027 est un inhibiteur compétitif des DNMTs pour le 
SAM, le donneur de groupements « méthyles » utilisé par ces enzymes. Bien que l'étude du 
SGI-1027 a été réalisée sur des cellules humaines, la poche catalytique ciblée par le SGI-1027 
est fortement conservée parmi les mammifères et suggère un mécanisme efficient dans les 
cellules murines (Bestor, 2000). Tout comme la 5-azacytidine, le SGI-1027 peut également 
induire une rapide dégradation de la DNMTl par le protéasome (Datta et al., 2009). 
Nous avons donc testé l'effet de ces inhibiteurs sur l'expression (au niveau du 
transcrit) des quatre adipokines d'intérêt. Les adipocytes ont été incubés avec ou sans FCCP 
en présence de la 5-azacytidine (24 h à 5 µM) ou du SGI-1027 (48 h à 100 µM) avant de 
mesurer l'abondance des transcrits en R T-qPCR pour la leptine, l' adiponectine, 
l'angiotensinogène et la résistine (Figures 19 et 20). 
De manière surprenante, l'effet du FCCP sur la diminution de l'expression des 
adipokines n'est pas aussi important que celui observé lors de l'analyse du profil d'expression 
réalisée précédemment (Figure 1 ). Une différenciation plus faible observée dans cette 
expérience pourrait être à l'origine de ces différences. De plus, les adipocytes 3T3-L l incubés 
en présence ou en absence de FCCP avec de la 5-azacytidine ou du SGI-1027 expriment 
encore plus faiblement les adipokines par rapport à la condition contrôle correspondante 
représentant des adipocytes ou des adipocytes incubés en présence de FCCP (Figures 19 et 
20). Ces résultats suggèrent que les DNMTs participent probablement à la régulation du 
niveau d'expression des adipokines étudiées mais que l'augmentation de l'activité des 
DNMTs observée pour des adipocytes exposés au découplage mitochondrial n'est 
probablement pas responsable de la diminution d'expression des adipokines observée en 
réponse à une exposition au FCCP. En effet, si c'était le cas, on pourrait s'attendre 
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Figure 19 : Effet de l ' inhibition des DNMTs par la 5-azacytidine ou le SGI-1 027 sur 
l 'expression de la leptine et de l'adiponectine. 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-Ll ont été incubés en absence (DIFF) 
ou en présence (FCCP) de 0,5 µM FCCP pendant 3 jours. L'inhibiteur 5-azacytidine (5AZA) 
a été ajouté pendant les 24 dernières heures de traitement et l'inhibiteur SGI-1027 (SGI) a été 
ajouté pendant les 48 dernières heures d'incubation. Le contrôle représente des adipocytes 
incubés en absence ou en présence de FCCP sans inhibiteur (CTL). Au terme des incubations, 
une extraction d' ARNm a été effectuée en vue d'analyser l'abondance des transcrits de ces 
adipokines par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en abondance relative du transcrit pour 
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Figure 20 : Effet de l'inhibition des DNMTs par la 5-azacytidine ou le SGI-1027 sur 
l 'expression de l'angiotensinogène et de la résistine. 
Après 12 jours de différenciation, les adipocytes 3T3-L l ont été incubés en absence (DIFF) 
ou en présence (FCCP) de 0,5 µM FCCP pendant 3 jours. L'inhibiteur 5-azacytidine (5AZA) 
a été ajouté pendant les 24 dernières heures de traitement et l'inhibiteur SGI-1027 (SGI) a été 
ajouté pendant les 48 dernières heures d'incubation. Le contrôle représente des adipocytes 
incubés en absence ou en présence de FCCP sans inhibiteur (CTL). Au terme des incubations, 
une extraction d'ARNm a été effectuée en vue d'analyser l'abondance des transcrits de ces 
adipokines par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en abondance relative du transcrit pour 
l'angiotensinogène (A.) et la résistine (B.) par rapport aux adipocytes non traités (CTL). 
l'expression des adipokines induite par le découplage mitochondrial. De plus, une certaine 
cytotoxicité, des effets pléïotropes de l'inhibition de ces enzymes, des effets indirects ou 
encore des effets non médiés par les DNMTs par ces inhibiteurs sur les adipocytes 3T3-Ll ne 
peuvent pas non plus être complètement exclus pour tenter d'expliquer l'effet inhibiteur très 
fort de ces inhibiteurs de DNMTs sur le niveau d'expression des adipokines. 
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5 Conclusion et perspectives 
L'obésité et le diabète de type II sont souvent associés à des changements du profil 
d'expression et de sécrétion de plusieurs adipokines au niveau des tissus adipeux blancs qui 
peuvent contribuer à diverses complications et seraient responsables du syndrome 
métabolique (Lehr et al., 2012). Plusieurs études ont montré que l'induction d'un découplage 
mitochondrial in vivo s'accompagne d'une diminution du contenu en TG/TAG du tissu 
adipeux blanc (Kopecky et al., 1995), d'une diminution de l'hyper-triglycéridémie et d'une 
diminution des VLDLs ( Very Law Density Lipoprotein) (Rossmeisl et al., 2005). Par ailleurs, 
une corrélation inverse a été observée entre le BMI et l'activité thermogénique du tissu 
adipeux brun médiée par un découplage mitochondrial physiologique (van Marken 
Lichtenbelt et al., 2009). Ces études établissent que le découplage mitochondrial, qu'il soit 
induit ou endogène, pourrait s'accompagner de répercussions physiologiques positives sur 
l'organisme comme l'amélioration des fonctions métaboliques et la perte de masse corporelle, 
en limitant l'expansion du tissu adipeux blanc. 
Des données préliminaires obtenues au laboratoire montrent que l'induction d'un 
découplage mitochondrial modéré mais chronique dans les adipocytes 3T3-L l  diminue 
également l'expression d'adipokines comme la leptine, l'adiponectine et la résistine. Ces 
diminutions d'expression ont été confirmées par ELISA. En effet, une diminution de la 
sécrétion de ces adipokines dans le milieu de culture d'adipocytes 3T3-L l incubés en 
présence de FCCP a été observée (A. De Pauw, thèse de doctorat, 2010). Le premier objectif 
de ce mémoire consistait à étendre l'analyse de l'effet d'un découplage mitochondrial sur 
l'expression de 5 autres adipokines : l'angiotensinogène, l'apéline, la TSP-1, la chémérine et 
le SAA l .  
Nous avons montré que l'induction d'un découplage mitochondrial diminue, parfois 
fortement et durablement, l'expression de la leptine, de l'adiponectine, de la résistine et de 
l'angiotensinogène dans des adipocytes 3T3-L l exposés au découplage mitochondrial par une 
incubation en présence de FCCP et ce, pendant au moins 6 jours de traitement. De manière 
intéressante, rappelons que l'adiponectine, l'angiotensinogène et la résistine voient également 
leur expression diminuer dans les tissus adipeux où le découplage mitochondrial est activé par 
le froid ou par des ligands P-adrénergiques (Vemochet et al., 2009). De plus, l'expression de 
la leptine est inversement corrélée à l'expression d'UCP-1 dans les adipocytes bruns (Kraus et 
al., 2005). Des effets comparables au FCCP sur la diminution de l'expression de la leptine, de 
l'adiponectine, de la résistine et de l'angiotensinogène ont également été obtenus pour des 
stimulations par le TNF a ( cytokine pro-inflammatoire également capable d'induire une 
diminution de l'expression de ces adipokines). Nous avons également observé une 
augmentation modérée de l'expression de l'apéline alors qu'une induction drastique sur 
l'expression du SAA l est observée dans les adipocytes stimulés au TNFa. Si l'effet du SAAl 
sur l'expression du TNFa a déjà été caractérisé dans les adipocytes (Yang et al., 2006), l'effet 
du TNFa sur l'augmentation de l'expression de SAAl a déjà été observé dans des cellules 
d'hépatomes (Thom et al., 2004) mais pas dans les adipocytes 3T3-L l .  A notre connaissance, 
il s'agit de la première caractérisation de l'effet activateur du TNFa sur l'expression de SAAl 
dans les adipocytes 3T3-L l .  Par contre, en lien avec les propriétés pro-inflammatoires du 
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TNFa, il peut paraître étonnant de ne pas retrouver un effet stimulateur du TNFa sur 
l'expression de la TSP-1, une protéine multifonctionnelle retrouvée dans le tissu adipeux 
enflammé de patients obèses (Varma et al., 2008). Par ailleurs, Kong et ses collaborateurs 
révèlent que la stimulation d'adipocytes 3T3-L l avec le TGF-�1 (Transforming Growth 
Factor-Beta 1 )  induit une augmentation significative de la synthèse de la TSP-1 suggérant un 
rôle stimulateur de TGF-�1 dans la réponse inflammatoire (Kong et al., 2013). 
Afin de confirmer les résultats obtenus sur le niveau d'expression des adipokines dans 
les adipocytes 3T3-Ll en réponse au découplage mitochondrial, il serait intéressant d'étudier 
ces effets dans un modèle plus pertinent d'un point de vue physiologique. Il serait intéressant 
d'investiguer l'effet de l'expression et de l'activation d'UCP-1 dans des adipocytes blancs sur 
le niveau d'expression des adipokines étudiées que ce soit sur des adipocytes blancs 3T3-Ll 
(Si et al., 2007) ou chez des souris transgéniques exprimant spécifiquement UCP- 1 dans le 
tissu adipeux blanc à l'aide du promoteur du gène aP2 (Kopecky et al., 1995). 
Malheureusement, ces souris demandées au Prof. Kopecky dans le courant de ce travail ne 
sont plus disponibles dans la communauté scientifique. A défaut, nous pourrions utiliser une 
molécule de découplage mitochondrial de seconde génération qui a été développée 
récemment, le BAM15 (Kenwood et al., 20 14). Outre sa faible cytotoxicité, ces auteurs ont 
montré que le BAMl 5 est caractérisé par une sélectivité accrue pour la membrane 
mitochondriale par rapport à tous les agents de découplage utilisés à ce jour. De plus, en 
testant le BAM15 sur des myoblastes (L6) de rat, les auteurs ont observé que les effets 
secondaires néfastes ( comme la polarisation de la membrane plasmique ou la cytotoxicité 
induit par l'agent de découplage mitochondrial BAM15) sont inférieurs à ceux observés pour 
le FCCP. 
Si nous montrons que le FCCP et le TNFa exercent tous 2 un effet inhibiteur de la 
sécrétion d'adipokines, les mécanismes moléculaires impliqués dans la diminution de 
l'expression pourrait être différents entre des adipocytes incubés en présence de FCCP ou de 
TNFa. En effet, alors que l'expression des gènes cibles de PP ARy est restaurée en présence de 
ligands de PPARy (rosiglitazone et l'acide 9 cis-rétinoïque), aucune diminution de l'effet 
répresseur du FCCP sur l'expression de la leptine, de l'adiponectine et de l'angiotensinogène 
n'a pu être observée (A.-S. Gathy, mémoire, 2013). L'inhibition de l'expression de ces 
adipokines ne semble donc pas uniquement dépendre de la diminution de l'activité 
transactrivatrice de PPARy dans les adipocytes incubés en présence de FCCP. 
Nous avons donc émis l'hypothèse que des changements épigénétiques et/ou un remodelage 
de la chromatine pourrai( en)t expliquer ( directement ou indirectement) une diminution du 
recrutement de facteurs de transcription comme PP AR y et C/EBPa aux sites régulateurs 
présents dans les promoteurs des gènes codant pour ces adipokines. 
L'analyse de l'effet du découplage mitochondrial sur l'activité nucléaire d'enzymes 
modificatrices de la chromatine montre que l'activité globale des DNMTs (Figure 2A) et des 
HDACs (Figure 2B) est plus élevée dans des adipocytes exposés au FCCP par rapport aux 
adipocytes contrôles alors que l'activité des enzymes TETs semble diminuer (Figure 3). Ces 
données renforcent l'hypothèse selon laquelle des changements épigénétiques et/ou des 
modifications de l'état de la chromatine pourraient participer à la modification de l'expression 
des adipokines dans les adipocytes exposés au FCCP. Dans ce travail, nous ne nous sommes 
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intéressés qu'à des changements de méthylation de l 'ADN sur des tous petits fragments de 
promoteurs des 3 adipokines. Nous sommes bien conscients que cette approche est très 
limitée et réductrice pour appréhender la complexité des changements qui pourrait survenir. 
Une étude à l'échelle du génome, ou ciblée sur les séquences des gènes et promoteurs des 
adipokines étudiées serait certainement plus informative sur les changements induits en 
réponse au découplage mitochondrial. 
La méthylation des îlots CpG localisés au niveau du promoteur du gène est 
généralement associée à la répression transcriptionnelle (Deaton et Bird, 2011 ). La leptine et 
l'angiotensinogène, deux adipokines étudiées dans ce travail et sous-exprimées en réponse au 
FCCP présentent un (voire deux pour la leptine) îlot(s) CpG dans leur promoteur. Le 
promoteur de la résistine, non étudié dans ce travail, possède également un îlot CpG 
(Methprimer). Que ce soit dans le promoteur de la leptine ou de l'angiotensinogène, le site de 
liaison de PP AR y se trouve éloigné du site d'initiation de la transcription. 
L'analyse de la méthylation de l' ADN montre que le découplage mitochondrial induit par 
le FCCP dans les adipocytes 3T3-Ll mène à une augmentation du taux de méthylation de 
l'îlot CpG du promoteur proximal de la leptine alors qu'aucun changement n'a pu être mis en 
évidence pour le fragment localisé dans la partie distale du promoteur la leptine ou le 
fragment du promoteur proximal de l'angiotensinogène. Malheureusement, les conditions 
pour la PCR nichée pour l'analyse de la méthylation dans le promoteur de la résistine n'ont pu 
être optimisées. 
Chez la souris, une déméthylation du promoteur proximal de la leptine au cours de 
l'adipogenèse a déjà été rapportée dans la littérature (Yokomori et al., 2002). Elle implique 7 
des 8 CpG présents au niveau du promoteur de la leptine. Le site CpG qui reste méthylé au 
cours de la différenciation cellulaire correspond au CpG du site de liaison de C/EBPa, lequel 
régule positivement l'expression de la leptine. Deux facteurs de transcription, C/EBPa (Miller 
et al., 1996) et Spl (Moreno-Aliaga, 2007) favorisent l'expression de la leptine quand ils sont 
liés au promoteur. Bien que la méthylation du CpG présent au niveau du site de liaison n'est 
pas associée à une diminution de la capacité de liaison du facteur de transcription, voir même 
la renforce pour C/EBPa (Rishi et al., 2010), il est cependant envisageable que 
l'hyperméthylation présente au niveau de sites CpG bordant la séquence de reconnaissance 
diminue la capacité de liaison de ce facteur à l' ADN. Une perspective intéressante à ce travail 
serait de tenter de vérifier cette hypothèse, par une analyse de l'interaction entre C/EBPa et 
Spl avec l'ADN au moyen d'une approche ChIP-PCR ciblée sur le promoteur de la leptine. 
Brièvement, après crosslink à la formaldéhyde, la chromatine d'adipocytes incubés en 
présence ou en absence de FCCP devra être fragmentée par sonication puis un anticorps dirigé 
spécifiquement contre le facteur de transcription d'intérêt permettra d'isoler les fragments de 
chromatine occupés par le facteur de transcription d'intérêt. Un couple de primers s'hybridant 
spécifiquement au fragment du promoteur d'intérêt permettra ensuite une analyse de 
l'abondance (enrichissement/appauvrissement) de la séquence par PCR quantitative en 
comparant l'abondance d'un fragment occupé par une protéine dont l'interaction et la 
distribution sur l'ADN n'est pas modifiée comme TFIID/TBP. 
Le promoteur de la leptine chez l'humain montre également une variation de 
méthylation au cours de la différenciation (Miller et al., 2002). Au moyen de la technique de 
l'EMSA, ces auteurs ont pu déterminer qu'une protéine MECP2 est capable de reconnaître les 
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sites méthylés. Cette protéine est connue pour induire une compaction de la chromatine en 
recrutant les HDACs (Jones et al., 1998 ) une classe d'enzymes dont l'activité est augmentée 
dans les adipocytes exposés au FCCP (A.-S. Gathy, mémoire, 2013). Ainsi, la méthylation de 
l' ADN pourrait être couplée à des MPTs des histones via des protéines de reconnaissance de 
l' ADN méthylé telle que MECP2. En plus de recruter des HDACs, MECP2 peut aussi 
recruter des histones méthyltransférases (HMTs), ce qui pourrait également contribuer à la 
formation d'hétérochromatine au site ciblé par MECP2 (Mann et al., 2007). 
Contrairement au promoteur proximal de la leptine, le taux de méthylation de la région distale 
du promoteur de l'angiotensinogène n'est pas modifié dans les adipocytes incubés en 
présence de FCCP. Si le changement du taux de méthylation dans les cellules incubées en 
présence de FCCP devait avoir un effet sur l'expression de l'angiotensinogène, il devrait donc 
être causé par un changement de statut de la méthylation d'un site CpG unique (hypo ou 
hyperméthylation) qui, à lui seul, pourrait affecter la liaison d'un ou de plusieurs facteur(s) de 
transcription. L'effet de la méthylation d'un site CpG unique sur des changements 
d'expression génique a déjà été rapporté dans la littérature. 
Nous montrons également que la méthylation du fragment du promoteur distal du gène 
codant pour l'angiotensinogène n'est pas modifiée dans les adipocytes incubés en présence de 
FCCP. Une hypométhylation de l'ADN dans le promoteur proximal de l'angiotensinogène et 
du site d' initiation de la transcription a été associée à la liaison de C/EBPa. Bien que 
l'algorithme « Methprimer » n'ait pas pu identifier la présence d'îlots CpG dans cette région 
du promoteur, il pourrait également être intéressant d'analyser le profil de méthylation par 
séquençage clonal au bisulfite des sites CpG du site de liaison de C/EBPa mais aussi des 
séquences avoisinantes dans le promoteur proximal de l'angiotensinogène. 
Dans le but de mieux comprendre les effets d'un découplage mitochondrial sur le 
processus de « dé-différenciation » des adipocytes et le rôle éventuel de la reméthylation de 
promoteurs de gènes déméthylés au cours de l' adipogenèse, il serait également intéressant 
d'analyser le taux de méthylation de promoteurs de gènes ne codant pas pour des adipokines 
comme le gène codant pour le transporteur de glucose (GLUT4) connu pour être activé par 
une déméthylation du promoteur au cours de la différenciation (Y okomori et al., 1999). De 
plus, l'expression de GLUT4 est également diminuée en réponse au FCCP (Tejerina et al., 
2009). Le promoteur de PP AR y serait également une cible intéressante puisqu'il a été montré 
que ce promoteur est hyperméthylé dans les pré-adipocytes 3T3-Ll puis graduellement 
déméthylé au cours de l'adipogenèse (Fujiki et al., 2009). 
Afin de tenter de rechercher l'implication éventuelle des DNMTs (dont l'activité 
globale est augmentée dans les cellules exposées au découplage mitochondrial) dans la 
diminution de l'expression des adipokines obtenue dans les adipocytes exposés au FCCP, 
nous avons tenté d'optimiser les conditions de silençage des DNMTs (DNMTl ,  DNMT3a). 
Le silençage des DNMTs à l'aide de différents siRNAs (bien que très efficace au niveau du 
transcrit de DNMTl en réponse au siRNA dirigé spécifiquement contre le messager du gène 
codant cette méthyltransférase) ne nous a pas permis de déterminer si une DNMT est 
impliquée dans l 'hyperméthylation du fragment du promoteur proximal du gène codant pour 
la leptine analysé. Ajoutons encore que l'efficacité de ces siRNAs et/ou l'efficience de 
transfection par électroporation semble(nt) relativement faible(s) . Dans ces conditions, il nous 
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a été difficile d'observer des changements dans l'abondance et/ou l'activité des enzymes dans 
les adipocytes électroporés avec des siRNAs dirigés contre la DNMTl ou la DNMT3a. 
Cependant, nous remarquons que le silençage de la DNMTl limite légèrement la diminution 
de l'expression des gènes codant les adipokines étudiées dans les adipocytes incubés en 
présence de FCCP. Pour tenter d'améliorer les conditions et de limiter les interférences liées à 
l' électroporation des cellules, nous devrions probablement envisager de transduire les cellules 
à l'aide de lentivirus délivrant des shRNAs visant à assurer l'inhibition d'expression des 
DNMTs au lieu de provoquer un knock-down dans des cellules électroporées à l'aide de 
siRNAs. 
En effet, bien que l'électroporation ne semble pas affecter l'activité des DNMTs, nous 
pouvons remarquer que les cel lules électroporées présentent un profil de méthylation différent 
et une diminution d'expression des adipokines plus faible que dans les cellules non 
électroporées suggérant que l'électroporation interfère avec les tests et paramètres 
expérimentaux étudiés. 
Il a été observé au laboratoire que l' électroporation provoque une diminution du 
contenu en TG/TAG dans les adipocytes différenciés et n'est pas neutre sur le niveau 
d'expression génique, modifiant ainsi la biologie de la cellule électroporée. 
Nous avons tout de même tenter de contourner l'électroporation et ses effets indésirables 
(interférence sur la biologie de la cellule, faible efficacité de transfection, ... ) en utilisant des 
inhibiteurs chimiques des DNMTs comme la 5-azacytidine et le SGI-1027. L'incubation 
d'adipocytes 3T3-Ll avec ces inhibiteurs conduit à une diminution de l'expression des 
adipokines étudiées. Ce résultat est difficilement interprétable et incompatible avec un rôle de 
l'augmentation de l'activité des DNMTs dans les adipocytes incubés en présence de FCCP 
dans la diminution de l'expression des adipokines observée dans ces conditions. 
En conclusion, les résultats obtenus en présence de ces inhibiteurs suggèrent donc que 
l'augmentation de l'activité des DNMTs et l'hyperméthylation observée dans le promoteur 
proximal de la leptine ne jouerait pas un rôle déterminant dans l'inhibition de l'expression de 
la leptine et de l'angiotensinogène dans les adipocytes exposés au découplage mitochondrial. 
Enfin, bien que non étudiées dans le cadre de ce travail, plusieurs MPTs d'histones ont 
été rapportées pour activer ou inhiber l'expression d'adipokines comme la leptine et 
l'adiponectine (Sakurai et al. , 2009). Au cours de la différenciation, la transition de toutes les 
formes méthylées vers la forme acétylée de la lysine 9 de l'histone 3 (H3K9) a été observée 
au niveau du promoteur de l'adiponectine. Le traitement d'adipocytes 3T3-Ll avec le TNFa 
est connu pour réprimer l'expression de l'adiponectine et est associé à une diminution 
d'acétylation de l'H3K9 du promoteur de l'adiponectine (Sakurai et al. , 2009). De plus, des 
modifications épigénétiques ont été récemment identifiées au niveau du promoteur de la 
leptine chez des souris obèses induites par un régime riche en graisses comme la méthylation 
de l'H3K9 (H3K9me). Le recrutement de HDACs au niveau du promoteur de la leptine a 
également été observé chez ces souris. Ce type d'analyses devrait également être réalisé dans 
le futur dans des adipocytes incubés en présence de FCCP à la recherche de changements 
impactant le remodelage de la chromatine qui pourraient être responsables ou contribuer à la 
diminution de l'expression des adipokines dans les adipocytes exposés au découplage 
mitochondrial. 
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En conclusion, les données obtenues pour un stress métabolique comme l ' induction 
d'un découplage mitochondrial peut impacter la régulation épigénétique de certains fragments 
d'ADN contenus dans le promoteur de certains gènes codant pour des adipokines comme 
celui de la leptine. Nous nous sommes concentrés sur la méthylation de l' ADN en tant que 
marque épigénétique potentiellement répressive de la transcription bien que la recherche de 
MPTs sur les histones serait également nécessaire afin de compléter notre analyse. En effet, il 
semble que les marques d'hyperméthylation du promoteur de la leptine identifiées et 
l 'augmentation de l 'activité des DNMTs dans les adipocytes exposés au découplage 
mitochondrial ne soient pas impliquées dans la diminution de l ' expression des adipokines 
dans un contexte de stress mitochondrial que représente le découplage mitochondrial induit 
par le FCCP. Il faudrait donc à l 'avenir s ' intéresser davantage aux enzymes TETs, aux 
changements de la conformation de la chromatine et modifier la stratégie (transduction 
lentivirale en remplacement de l ' électroporation) visant à moduler le niveau d'activité des 
enzymes dans les adipocytes. De plus, il serait nécessaire d'étudier le promoteur de gènes 
dont la déméthylation est connue pour activer l 'expression de gènes adipogéniques au cours 
de la différenciation comme c'est le cas pour la leptine, GLUT4 et PPARy. En analysant le 
taux de méthylation du promoteur de ces gènes dans les adipocytes exposés au FCCP, nous 
pourrions éventuellement associer une reméthylation de l 'ADN, induite par le découplage 
mitochondrial, à un état de différenciation ou de dé-différenciation cellulaire. Ainsi,  le taux de 
méthylation de l '  ADN dans ces régions pourrait représenter une signature épigénétique 
utilisable comme un indicateur de l ' état différencié ou « dé-différencié» des adipocytes 
exposés à un stress métabolique causé par un découplage mitochondrial . 
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